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ABSTRAKT 
Tato práce je zaměřena na stanovení koncentrace rutinu ve větvičkách bezu černého 
(Sambucus nigra L.). Teoretická část podává přehled o vlastnostech, výskytu a využití 
černého bezu v lidovém léčitelství, medicíně a potravinářství. Dále jsou zde uvedeny 
nejdůležitější obsahové látky černého bezu, zejména flavonoidy, mezi které patří i rutin 
a kvercetin. Stručně jsou zde popsány jejich vlastnosti, biologické účinky a možnosti 
stanovení. 
Náplní experimentální části diplomové práce byl vývoj levné extrakční metody pro získání 
maximálního výtěžku rutinu ze sušených větviček bezu černého. Obsah rutinu byl sledován 
ve větvičkách šlechtěných bezových odrůd i v planém bezu. K identifikaci a kvantifikaci 
rutinu v extraktech byla optimalizována a validována metoda vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie (HPLC). Jako porovnávací metoda k vyvíjené extrakci byla použita extrakce 
stlačenou horkou vodou (PHWE). 
Pro extrakci byly testovány 3 velikosti částic pomletých větviček. Částice byly 
extrahovány různě teplou vodou různě dlouhou dobu. Nejvíce rutinu bylo zjištěno u vzorků 
namletých na 4 mm částice. Optimální doba a teplota extrakce byla: 7 hodin při 80°C. 
Nejvyšší množství rutinu ve šlechtěných bezech bylo stanoveno ve vzorku Mladší 2014, 
metodou digesce 1,49 ± 0,004 mg.100g-1 a metodou PHWE 5,75 ± 0,015 mg.100g-1. 
U planých variant bezu černého bylo stanoveno nejvíce rutinu ve vzorku Září 2014. Digescí 
mletých větviček bylo získáno 0,90 ± 0,022 mg.100g-1 rutinu, pomocí PHWE 
2,98 ± 0,022 mg.100g-1. 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
bez černý, rutin, kvercetin, PHWE, HPLC 
 
 
ABSTRACT 
This thesis is focused on determining the concentration of rutin in twigs elderberry 
(Sambucus nigra L.). The theoretical part provides an overview of the properties, occurrence 
and use of elderberry in folk medicine, medicine and food. Furthermore, there are the most 
important substances contained in elderberry, especially flavonoids, including rutin and 
quercetin as well. There are briefly described their properties, biological effects and 
possibilities of determination. 
The content of the experimental part of the thesis was developed cheap extraction methods 
to obtain the maximum yield of dried twigs rutin elderberry. Rutin content was observed in 
twigs cultivated elder varieties and wild elderberry. The identification and quantification of 
rutin in extracts was optimized and validated method of high performance liquid 
chromatography (HPLC). As a comparative method to develop extraction was used 
a pressurized hot water extraction (PHWE).  
There were tested three particle sizes of shredded twigs. The particles were extracted 
differently hot water varying duration. Most rutin was found in samples milled at 4 mm 
particles. The optimum time and temperature of extraction was 7 hours at 80°C. The highest 
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amount of rutin in bred elderberry was determined in a sample Mladší 2014, digestion using 
1,49 ± 0,004 mg.100g-1 and method PHWE 5,75 ± 0,015 mg.100g-1. There was determined 
the most rutin in a sample Září 2014 in the wild variant of elderberry. By digestion of ground 
twigs was obtained 0,90 ± 0,022 mg.100g-1 of rutin, using PHWE 2,98 ± 0,022 mg.100g-1. 
 
 
 
KEYWORDS 
elderberry, rutin, quercetin, PHWE, HPLC 
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1 ÚVOD 
Bez černý je rozložitý opadavý keř, který hojně roste zejména na severní polokouli. Patří 
do čeledi zimolezovitých. Jeho léčivé účinky a mnohostranné využití byly popsány již 
v dávných dobách ve spisech starověkých lékařů. V lidovém léčitelství nachází své místo 
dodnes. Je využíván nejen v potravinářství, medicíně ale i farmacii.  
Bez černý (květy, plody, listy a dřevní část rostliny) obsahuje velké množství biologicky 
aktivních látek, jako jsou jednoduché sacharidy, organické kyseliny, vitaminy skupiny B, C, 
A a E, třísloviny, pektinové látky, minerální prvky a polyfenolické látky, které dodávají nejen 
charakteristickou barvu plodů ale i ochranné antioxidační vlastnosti. 
Rutin, kvercetin-3-ß-rutinosid, patří mezi flavonoidní látky s mnoha zdravotními benefity. 
Vykazuje silné antioxidační vlastnosti, které se využívají při prevenci kardiovaskulárních 
onemocnění, rakovině a diabetu. Dále se používá při léčbě zánětlivých onemocnění kloubů, 
otoků, hemeroidů a snižuje krevní tlak.  
Kvercetin je základní složkou rutinu, neobsahuje ve své struktuře glykosidicky navázaný 
sacharid. Stejně jako rutin vykazuje příznivé biologické a farmakologické vlastnosti. Působí 
jako prevence ke kardiovaskulárním nemocem, pomáhá zprůchodnit cévy. Má pozitivní vliv 
na léčbu zánětů, trombózy a tlumí reakce organismu na alergeny. 
V dnešní hektické době jsou tyto flavonoidní láky součástí mnoha farmaceutických 
preparátů a potravních doplňků. 
 
Cílem této diplomové práce je zpracování literární rešerše o bezu černém, jeho 
vlastnostech, biologicky účinných látkách a možnosti využít i odpadních částí, které byly až 
dosud pouze jen kompostovány. Experimentální část se pak zabývá stanovením rutinu 
a kvercetinu ve větvích po každoročním řezu plodících stromků. Hlavním cílem je 
optimalizace extrakčního procesu, sledování vlivu koncentrace a hrubosti vzorku na 
maximální výtěžnost obou již zmíněných flavonoidů z hlediska možného využití v lázeňství. 
Ke kvantifikaci rutinu a kvercetinu byla optimalizována metoda RP-HPLC s UV-VIS detekcí. 
V závěru byla zhodnocena kvalita získaných výsledků a porovnány jednotlivé metody 
extrakce. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 Bez černý (Sambucus nigra L.) 2.1
Původ latinského výrazu pro bez černý vychází z řeckého slova „Sambux“, které označuje 
barvivo nacházející se v plodech. Druhové jméno rostliny pochází se slova „niger“ označující 
černé plody [1]. 
2.1.1 Historie 
Černý bez byl člověku znám již v dobách prehistorických, jak dosvědčují nálezy bezových 
semen ve zbytcích kultur doby kamenné a bronzové. Proto se již také v klasickém starověku 
setkáváme s bezem velmi hojně. Zápisy o černém bezu nacházíme v poměrně zachovalých 
starověkých řeckých, římských a středoasijských spisech lékařů, jimiž byli Galenos, 
Hippokrates, Avicenna a později i Paracelsus [2]. 
Bez byl opředen legendami, mýty a pověrami. V některých spisech byl popisován jako 
posvátný či kouzelný strom [2]. 
2.1.2 Taxonomická klasifikace 
Říše:       rostliny (Plantae) 
Podříše:      cévnaté rostliny (Tracheobiota) 
Nadoddělení:      semenné rostliny (Spermatophyta) 
Oddělení:      rostliny krytosemenné (Magnoliophyta) 
Třída:       nižší dvouděložné rostliny (Magnoliopsida) 
Podtřída:      Asteridae 
Řád:       štětkotvaré (Dipsacales) 
Čeleď:      zimolezovité (Caprifoliaceae) 
Rod:       bez (Sambucus L.) [3] 
2.1.3 Botanický popis 
Bez černý je menší strom nebo statnější keř dorůstající výšky 2-7 m (výjimečně 10 m), 
bohatě větvený. Mladé větve jsou zelené až šedozelené barvy, lysé. Na povrchu větví jsou 
bohatě uspořádány čočinky (lenticely), což jsou bradavičnaté útvary, které umožňují výměnu 
plynů mezi vnitřním pletivem rostliny a okolní atmosférou [4].  
Uvnitř větví se nachází mohutná bílá vatovitá dřeň. Starší větve mají šedohnědou barvu 
s nepravidelně rozpraskanou borkou. Dřevo bezu černého je tvrdé, žlutavé barvy [5-10]. 
11 
 
 
Obrázek 1: Větvička bezu černého 
Kořenový systém je plochý. Rašení listů je započato v měsíci dubnu. Pupeny jsou 
chráněny šupinami jen ve spodní polovině, jsou tedy polonahé, z nichž čnějí mladé listy.  
Listy jsou lichozpeřené, vstřícné, s 2-3 jařmy nestejně pilovitých lístků, s drobnými 
opadavými palisty. Jednotlivé listy mají eliptický tvar, jsou téměř přisedlé, kopinaté, jemně 
chloupkaté. Velikostně jsou zhruba 4 až 8 cm dlouhé a 1,5 až 3 cm široké. Listy mají tmavě 
zelené zbarvení na vrchní straně, kdežto na straně spodní jsou světle zeleně zbarvené. Pokud 
je list rozemnut ve dlani, nepříjemně zapáchá [5-10].  
Květenství tvoří bohaté, ploché, pětiramenné koncové vrcholíky. Květy jsou obojaké, 
zhruba pravidelné, pětičlenné, silně až nepříjemně páchnoucí. Bez černý kvete obvykle už 
koncem května až do začátku července. Dílčí květy jsou drobnější a mají bílou až slabě 
nažloutlou barvu [5-10].  
 
lenticely 
bílá vatovitá 
dřeň 
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Obrázek 2: Květ bezu černého 
Během měsíce září pomalu začínají dozrávat plody, jimiž jsou lesklé černé peckovice 
kulovitého tvaru. Plodenství je převislé, s červenofialovými stopkami. Uvnitř peckovice jsou 
uložena 3 vejčitá světle hnědá semena. Velikost plodů se pohybuje okolo 6 mm v průměru. 
Dužnina vyzrálých plodů je šťavnatá, purpurově červená. Tyto popsané plody jsou běžně 
nazývány bezinky [1,5-10]. 
 
 
Obrázek 3: Plody bezu černého 
2.1.4 Výskyt 
Bez černý je hojně rozšířen a jeho domovinou je Evropa vyjma nejsevernějších oblastí, 
dále na severu Afriky. V Asijském pásmu se rozkládá od Malé Asie přes Kavkaz až po 
13 
 
Kaspické moře. Byl introdukovaný na Azorské ostrovy, dále do východní části Severní 
Ameriky a v neposlední řadě do jižní Argentiny [7-9].    
V českých zemích je bez původní rostlinou. Jeho výskyt je téměř po celém území, nejvíce 
ho můžeme spatřit v teplejších oblastech. Roste ve světlých listnatých lesích, na pasekách 
a rovněž lesních okrajích. V hojnosti ho také můžeme druhotně vidět podél vodních toků, na 
zdech, skládkách, rumištích a kolem plotů, kde si počíná jako obtížně vyhubitelná plevelná 
dřevina. V zahradách a parcích se pěstují kultivary bezu odlišující se vzrůstem, barevností, 
tvarem listů, plnými květy nebo světlými plody. V horách roste do maximální nadmořské 
výšky 1200 m n. m. [7-9]. 
2.1.5 Pěstování a rozmnožování 
Keř bezu černého vyžaduje vlhké, humózní půdy, které jsou bohaté na přítomnost dusíku. 
Lze ho najít i v akátových porostech spolu s kopřivou dvoudomou, jakožto dalším nitrofilním 
druhem. Černý bez se vyznačuje schopností přizpůsobit se široké paletě půdního a krajinného 
charakteru. Snese i nekvalitní zeminu, suché prostředí, přímé sluneční světlo i stinná 
místa [7,11].  
U černého bezu funguje do vysoké míry samosprašnost. V přírodě se rozmnožuje 
generativně za pomoci semen. Tuto činnost usnadňuje ptactvo, které požírá zralé peckovice 
a tím bez šíří po krajině. Druhým typem rozšiřování bezu po krajině je výmladková činnost 
především na kmeni a v oblasti kořenového krčku [1,5,7,8,12]. 
Pokud chceme pěstovat kulturní formy bezu, je žádoucí provést výsadbu na počátku jara či 
na podzim. Doporučuje se vysazovat mladé sazenice v rozestupu asi 5 m od sebe, protože 
velmi rychle rostou. Je dobré přisypat do půdy navlhlou rašelinu, která zamezí nechtěnému 
vysušování kořenů. Množení bezů není obtížné, kdy se semena z peckoviček zasejí do vlhké, 
prokypřené zeminy obohacené humusem. Sazenice bezu se neokopávají, aby nedošlo 
k poškození plochých kořenů. Dále je možno provést rozmnožování vegetativně pomocí 
řízků. Intenzivní aroma keře přitahuje značné množství smyslově vyvinutých druhů hmyzu, 
které ho opylují a tím významně přispívají k rozmnožování [1]. 
Keř není náročný na ošetření a nevyžaduje zvláštní péči. Lze z něj využít jak květy, plody, 
listy, dřevo, tak i kořen. Dle Hemgesberga je doporučeno po sklizni plodů ořezat staré větve 
a mírně přihnojit půdu kompostem. Vystříhávají se výhonky čnějící z půdy nebo rostoucí 
přímo z kmene, aby byl zachován tvar a vzhled keře [1]. 
Bez černý není náchylný k chorobám. Jako možného hmyzího škůdce lze uvést mšici 
bezovou, kterou lze spatřit běžně na listech bezu. Životaschopnost bezu není ovlivněna mšicí 
z hlediska sání, ale jako vektoru přenosu virových onemocnění. Bezový keř není v zimních 
měsících okusován zvěří. Problém vzniká přítomností hraboše polního, který v zimě 
poškozuje kořeny. Na dřevě se mohou nacházet kromě škůdců i roztoči. Patogenní 
mikroorganismy z rodu Alternaria a Fusarium napadají starší dřeviny. Na bezu černém roste 
i jedlá a chutná houba Jidášovo ucho [7,13]. 
2.1.6 Druhy bezů 
Na českém území lze v přírodě spatřit tři druhy bezu: černý bez (Sambucus nigra), červený 
bez (Sambucus racemosa) a bez chebdí (Sambucus ebulus). Je taktéž známo rozsáhlé 
množství odrůd těchto druhů, převážně bezu černého [2].  
Bez chebdí se vyskytuje převážně jako bylina nežli jako keř, nedřevnatí. Bylina dosahuje 
výšky zhruba 2 m, vyznačuje se nevětvenou lodyhou. Rostlina poměrně nepříjemně zapáchá. 
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Bez chebdí vyhledává půdy zásadité až mírně kyselé, bohaté na živiny. Listy jsou 
lichozpeřené, 5-9 četné, vstřícné, špičatějšího tvaru. Květy vyrůstají v podobě mnohokvětých 
koncových vrcholíků, bíle až růžově zbarvené s vůní po hořkých mandlích. Jednotlivé květy 
jsou větší v porovnání s bezem černým. Plody mají černou barvu, jsou tužší a tvarově větší při 
srovnání s bezem černým. Rostlina je vzhledově ozdobná, ale jedovatá. Byla využívána 
v lidovém léčitelství (kořen, list a plod), ale i v barvířství [1,2,14,15]. 
Červený bez je rozložitější keř, který dorůstá výšky od 1 do 3 m. Borka má hnědou až 
hnědošedou barvu, kde se nachází zřetelné lenticely. Dřeň má skořicově hnědou barvu, což 
červený bez odlišuje od bezu černého. Listy jsou lichozpeřené s čepelemi o délce od 10 do 
25 cm. Jednotlivé listy jsou pilovitě zubaté, eliptické a na vrcholu jsou protáhle zašpičatělé. 
Bez červený kvete od dubna do května. Květy jsou spíše menší, žlutozelené až nazelenalé 
barvy, silně aromatické. Květenství se podobá tvarem hroznu, je mnohokvěté. Plody jsou 
tvořeny červenými peckovičkami, které slouží jako potrava ptactvu. Zajímavost peckoviček 
tkví v tom, že obsahují větší množství vysýchavého oleje drsné chuti. Už 3 g zmíněného oleje 
mohou způsobit dávivost a průjmové obtíže. Pokud olej zahřejeme na 200°C, tato vlastnost se 
vytrácí [2,7,12]. 
U bezu černého, jakožto významné plodiny v mnoha odvětvích, se setkáváme se značným 
počtem odrůd. Byla provedena selekce kulturních odrůd a šlechtěna pro své pozoruhodné 
pěstitelské a pomologické vlastnosti. Mezi nejznámější odrůdy patří Dana, Haschberg, Donau, 
Hamburg, Sambu, Reise von Voßloch, Bohatka, Prägarten, Sampo aj. Například odrůda 
Haschberg, která byla vyšlechtěna v Rakousku, je odolná vůči napadení škůdci a rzím. 
Druhou odrůdou opět původem z Rakouska je odrůda Donau, která se vyznačuje vysokým 
podílem dřeně ve větvích. Tato odrůda vytváří jen několik velkých květů. Listy mají sytě 
zelenou barvu, jsou větší a hladké. Odrůda Hamburg, pojmenována termínem „černý 
diamant“, vyniká kvůli svým velkým šťavnatým plodům. Odrůda Prägarten značně rychle 
roste. Za zmínku stojí odrůda Reise von Voßloch, která se vyznačuje tvorbou velkých 
šťavnatých bobulí. Odrůda poskytuje až dvojnásobné množství plodů v porovnání s ostatními 
odrůdami [1,16]. 
2.1.7 Bez černý v medicíně a otázka lidového léčitelství 
Bez černý, jakožto pozoruhodná rostlina, má v lidovém léčitelství dlouholetou tradici. Jsou 
využívány nejen listy, květy, plody, kůra, ale i kořeny na nejrůznější druhy onemocnění [17].  
Květy bezu černého jsou v nynějším zdravotnictví využívány asi nejvíce. Sušené květy 
působí diureticky a diaforeticky, mimo to ulehčují vykašlávání. Destilát připravený z květů 
má povzbuzující a jemně astringentní účinky. Dále je aplikován jakožto nosič pro pleťovou 
a oční kosmetiku. Čaj z květů se podává pacientům při očních zánětech, kašli, spále, léčbě 
dýchacích obtíží a horečkách. Lze namíchat i mast z těchto květů, která se používá na léčbu 
opařenin, popálenin, omrzlin a jiných poranění spojených se vzniklými jizvami [17].  
Houbovitá dřeň mladých větviček je používána pro zlepšení léčby opařenin a popálenin. 
Ze zelené kůry je namíchávána zvláčňující mast. Vnitřní část kůry působí projímavě, 
vykazuje diuretický účinek a lze aplikovat jako emetikum. S přehledem se právě využívá 
na léčbu zácpy a také artritických onemocnění. Nutno zmínit, že z čerstvé kůry mladých 
větviček je možné připravit určitá homeopatika, která tlumí náznaky astmatu [17].  
Zralé plody působí močopudně, mají mírné laxativní a diaforetické účinky. Čaj připravený 
z usušených bezinek poměrně dobře účinkuje na břišní koliky a průjmová onemocnění [17].  
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Listy mají diuretické, laxativní a diaforetické účinky, kromě toho ulehčují vykašlávání při 
nachlazení. Zároveň tlumí krvácení a mají také blahodárný vliv na pružnost cév. Mast, která 
lze namíchat z bezových listů, vytváří zvláčňující efekt na pokožce. Její využití je velmi 
podobné jako mast připravená z květů bezu na léčbu výronů, omrzlin, jizev a pohmožděnin.  
Kořen je typický svými emetickými a laxativními vlastnostmi. Proto se využívá při zácpě, 
jako kloktadlo či při vodnatosti [17]. 
2.1.8 Uplatnění bezu černého v potravinářství 
Květy černého bezu bývají konzumovány v syrovém stavu, tedy čerstvé, případně mohou 
být rozmanitě kulinárně upravené. Pokud květy nejsou zpracovány ihned, lze je sušit pro 
pozdější využití. Mají nezaměnitelné pronikavé aroma. Zvláště v severní Evropě a zemích 
Balkánského poloostrova jsou z nich připravovány čajové směsi, jednodruhové čaje a pestré 
osvěžující nápoje. Stejně tak jako u jiných druhů ovoce je možné celá květenství bezu obalit 
v připraveném těstíčku a vytvořit tak bezové smaženky. Z květů bezu se velmi často vyrábí 
nejrůznější likéry a rovněž víno. Je vyráběn také sirup, který se před konzumací obvykle ředí 
vodou. Tento sirup se stal v poslední době velmi oblíbeným mezi spotřebiteli, a proto se 
začaly vyrábět nápoje s bezovou příchutí [17,18]. 
Vyzrálé plody bezu mohou být konzumovány i v čerstvém stavu, nicméně jejich chuť není 
tolik zajímavá. Skvělou chuť mají naopak produkty z nich vyrobené, jako například 
nejrůznější omáčky, džemy, koláče, želé, džusy, zavařeniny či bezové víno. V Německu 
a Skandinávii se připravuje polévka z bezinek, jakožto tradiční pokrm. Plody lze samozřejmě 
také sušit. Zajímavostí je, že v Maďarsku vyrábí právě z těchto drobných tmavých plodů 
bezovou brandy. Kromě toho plody propůjčují potravinářským výrobkům skvělou barvu, 
lákavou pro oko spotřebitele a také dodávají chuťové vlastnosti. Pro nemalý obsah antokyanů 
v plodech je bez používán na konzervaci omáček a džemů. Lze ho kombinovat s různými 
druhy ovoce, například se úžasně doplňuje s jablky a ostružinami [17,18]. 
2.1.9 Jiné využití 
Mladé rostlinky bezu černého jsou vsazovány do půdy, neboť ji chrání před erozí [17].  
Je známo, že extrakty z černého bezu jsou používány k odpuzení hmyzu v zahradnických 
plochách. Dřevo jako takové není vhodným stavebním materiálem, avšak je používáno 
na zhotovení různých menších výrobků, jako jsou například kolíčky na prádlo či různotvaré 
háčky. Je to především kvůli světlé barvě, dobré opracovatelnosti a možnosti konečného 
vyleštění [17].  
Výhonky bezu se zapichují do zeminy na plašení krtků a myší způsobujících nechtěné 
škody na zahradách [17]. 
 Biologicky účinné látky v bezu černém 2.2
Rostliny jsou schopné tvořit různé typy sloučenin. Podle toho, jakou mají funkci v rostlině, 
jsou členěny na primární a sekundární metabolity [19].  
Biogeneze aminokyselin, většiny sacharidů, nukleových kyselin, proteinů a některých 
karboxylových kyselin je zahrnuta do procesů označovaných jako základní neboli primární 
metabolismus. Primární metabolismus je aktivní v průběhu celého životního cyklu rostliny, je 
tedy nezbytný. Má zásadní vliv na růst rostlin, neboť produkuje stavební materiál pro buňky. 
Vedle toho v cytoplazmě často probíhají biochemické reakce, které nejsou životně nezbytné. 
Tyto reakce jsou označovány souhrnně jako specializovaný neboli sekundární metabolismus.  
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Metabolismus sekundární je aktivní pouze v určité fázi životního cyklu. Jeho činnost 
probíhá jen za určitých podmínek vnějšího prostředí. Svým působením pomáhá k zachování 
biologického druhu. Rostliny shromažďují odpadní produkty svého metabolismu ve 
vakuolách, buněčných stěnách či pryskyřičných kanálcích. Sekundární metabolity jsou 
pravděpodobně tvořeny jako látky chránící rostlinu před napadením hmyzem a parazitickými 
rostlinami. Dále jako látky mající úlohu efektorů a regulátorů (růstové látky) nebo látky, které 
mají specifickou úlohu při reprodukci rostlin (vůně, barva). Mezi sekundární metabolity jsou 
zahrnuty alkaloidy, látky terpenické, polyamidy a fenolické látky [19]. 
 
V květech bezu černého se nachází silice (0,03-0,14 %), glykosid rutin (až 3 %), cholin, 
organické kyseliny, kyanogenní glykosid sambunigrin, slizy, vitamin C (ve 100 g květů je až 
350 mg), třísloviny, minerální látky (obzvláště draslík), fenolické kyseliny (kyselina ferulová, 
kávová) aj. [1,6,20,21]. 
Plody jsou bohaté na přítomnost vitaminů skupiny B (B1, B2, B3, B6, B9), vitaminu C a E, 
vitaminu A, silice (0,01 %), organických kyselin (jablečná, vinná), tříslovin (asi 3 %), 
karotenoidů, alkaloidu sambucinu, anthokyanů (okolo 0,2-1 %), pektinů, škrobu, flavonoidů, 
sacharidů (7,5 %), minerálních látek (Ca, Fe, K, P, Mg) aj. [1,6,20,21]. 
Listy obsahují flavonoidy, taniny, triterpenoidy, steroly, alkaloid sambucin, projímavě 
působící pryskyřici a dále karotenoidy [1,6,20,21]. 
V bezové kůře a kořeni se taktéž vyskytují třísloviny, alkaloid sambucin, triterpenoidy, 
dále kyselina valerová, pryskyřice a žlutý éterický olej [1,6,20,21]. 
2.2.1 Vitaminy 
Vitaminy jsou syntetizované autotrofními organismy, jedná se o organické 
nízkomolekulární sloučeniny. Heterotrofní organismy je vytváří velmi omezeně. Jsou 
získávány jako exogenní látky hlavně v potravě, některé z nich prostřednictvím střevní 
mikroflóry. Vitaminy hrají důležitou roli v látkové přeměně a regulaci metabolismu člověka. 
Mají funkci i jako součást katalyzátorů biochemických reakcí. Aby byly zabezpečeny 
normální fyziologické funkce člověka, je nutná přítomnost určitého množství vitaminů, které 
závisí od mnoha faktorů. Mezi ovlivňující faktory lze zařadit životní styl, stáří, pohlaví, 
stravovací zvyklosti a zdravotní stav. Vitaminy spadají mezi labilní složky potravin. Při 
kulinární úpravě či technologickém zpracování potravin dochází u velké většiny vitaminů ke 
ztrátě. Proto se vitaminy považují za indikátory používání správných a šetrných 
technologických postupů [22,23]. 
 
Vitamin A patří mezi tetraterpeny, kdy nejvýznamnějším provitaminem A je ß-karoten. 
Nedostatek vitaminu A se projevuje šeroslepostí, deformacemi kostí a keratinizací sliznic. 
Nadměrná konzumace ß-karotenu způsobuje zhoršenou resorpci provitaminů v těle a může se 
projevit jako přechodné žluté zbarvení kůže. Literatura uvádí, že provitaminy A mají 
antikarcinogenní účinky, protože patří do kontrolních mechanismů, které odstraňují toxické 
formy kyslíku. Nicméně jejich antioxidační potenciál je velmi nízký [22]. 
 
Vitamin B1 (thiamin), přijímaný z potravy, je v těle živočichů esterifikován na thiamin-
difosfát. V této podobě je pak kofaktorem významných enzymů, které souvisí v první řadě 
s metabolismem sacharidů a alifatických aminokyselin s rozvětveným postranním řetězcem. 
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Nechutenství, svalová únava, hubnutí a podrážděnost je typický projev nedostatku thiaminu. 
Příčina tkví v jen částečné oxidaci glukózy na kyselinu pyrohroznovou [22]. 
 
Vitamin B2 neboli riboflavin může být v podobě volné látky. Častější výskyt je však jako 
kofaktor enzymů ve formě riboflavin-5´-fosfátu (flavinmononukleotidu, FMN) 
a flavinadenindinukleotidu (FAD), nazývaných jako flavoproteiny. Deficience riboflavinu je 
vzácnější projevující se nespecifickými záněty sliznic a kůže. Ve slabě kyselých a neutrálních 
roztocích je riboflavin stálý, stejně tak i za nepřístupu světla [22].  
 
Vitamin B3 (niacin) je jednotným pojmenováním pro kyselinu nikotinovou a její amid, 
kdy obě sloučeniny mají stejnou biologickou účinnost. Nikotinamid patří 
k nikotinamidadenindinukleotidu NAD a jeho fosforečnému esteru 
nikotinamidadenindinukleotid-fosfátu NADP, což jsou kofaktory několika set odlišných 
enzymů. V respiračních systémech se oba kofaktory účastní přenosu elektronů. NAD se 
obvykle účastní na katabolismu bílkovin, cukrů, tuků a ethanolu. NADP nachází uplatnění při 
syntéze cholesterolu, makromolekul a mastných kyselin. Deficience vitaminu označovaná 
jako pelagra, se projevuje nejčastěji poškozením kůže, chybnou funkcí trávicího traktu 
a později demencí [22].  
 
Vitamin B6 má známé označení také jako pyridoxin. V živočišné tkáni je dominantní 
formou vitaminu pyridoxal-5´-fosfát a pyridoxamin-5´-fosfát, kdežto v rostlinných pletivech 
se nachází hlavně pyridoxol-5´-fosfát. Nedostatek vitaminu se objevuje jako dermatitida 
a možné nervové poruchy. Pyridoxin je poměrně stabilní v kyselých roztocích, menší stálost 
je v neutrálním a alkalickém prostředí, především na světle [22]. 
 
Vitamin B9 (folacin) je také název pro biologicky aktivní deriváty kyseliny listové. 
Vitamin je kofaktorem enzymů v metabolismu aminokyselin, nukleotidů purinových 
a pyrimidinových. Významné postavení má folacin s korinoidy v metabolismu homocysteinu, 
což je jeden z rizikových faktorů vzniku a rozvoje kardiovaskulárních chorob. V lidském 
organismu se deficit vitaminu projevuje anemií. Nestálost folacinu je jak v neutrálním, 
kyselém i alkalickém prostředí, tak i za vyšších teplot, v přítomnosti kyslíku a na světle [22]. 
 
Vitaminem C se označuje biologicky účinná kyselina askorbová. V rostlinné říši má 
uplatnění při fotosyntéze, jelikož reguluje množství aktivních forem kyslíku a dále při 
diferenciaci a růstu buněk. Kyselina askorbová se u živočichů podílí na biosyntéze 
prostaglandinů, mukopolysacharidů, cholesterolu, dále stimuluje transport sodných, 
chloridových a pravděpodobně vápenatých iontů. Pomáhá při absorpci a transportu iontových 
forem železa. Vitamin C jako důležitý antioxidant reaguje s aktivními formami kyslíku 
(volnými radikály), dále s oxidovatelnými formami vitaminu E zajišťující ochranu vitaminu E 
a membránových lipidů před oxidací. Za zmínku stojí, že vitamin C inhibuje tvorbu 
nitrosaminů, a působí tak jako modulátor mutageneze a karcinogeneze [22,23].   
Mírný nedostatek vitaminu se projevuje nejčastěji sníženou odolností organismu vůči 
infekci, únavou, ztrátou pružnosti cév, zvýšenou kazivostí zubů a zpomalením růstu. Při 
výrazném nedostatku se objevuje onemocnění zvané kurděje [22,23].  
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Plody bezu černého obsahují zhruba 18 mg vitaminu C na 100 g čerstvých plodů. Pro 
představu je o něco vyšší obsah vitaminu C například v angreštu (33-48 mg.100 g-1 plodů) či 
v šípku (přes 250 mg.100 g-1 plodů) [1,22]. 
 
Aktivita vitaminu E byla zjištěna u osmi základních strukturně příbuzných derivátů 
chroman-6-olu. Strukturním základem, který je společný všem sloučeninám s aktivitou 
vitaminu E, je tokol a tokotrienol. Tokoferoly se vyskytují ve čtyřech formách (α-tokoferol, 
které má 3 methylové skupiny na chromanovém kruhu; β-tokoferol a γ-tokoferol mají 
2 methylové skupiny na chromanovém kruhu; δ-tokoferol obsahuje pouze 1 methylovou 
skupinu). Tokoferoly jsou odvozeny od tokolu, mají nasycený terpenoidní postranní řetězec, 
což je odlišuje od tokotrienolů, které mají nenasycený postranní řetězec. Stejně tak jako 
tokoferoly tokotrienoly se odlišují počtem a polohou methylových skupin v chromanovém 
cyklu a také biologickou aktivitou [22,24]. 
Lze říci, že α-tokoferol je nejvýznamnější lipofilní antioxidant, který se uplatňuje 
u eukaryotických buněk jako ochranný prvek nenasycených lipidů před poškozením volnými 
radikály. S β-karotenem a koenzymem Q chrání strukturu a integritu biomembrán. Své 
uplatnění také nachází při ochraně lipoproteinů vyskytujících se v plazmě. Jeho transport 
v krevním řečišti je zabezpečen přes lipidovou fázi lipoproteinových částic LDL (Low density 
lipoproteins), kdy 1 částice může obsahovat 6 molekul vitaminu E. Vitamin E je proto 
faktorem zpomalujícím stárnutí organismu a uplatňuje se v prevenci kardiovaskulárního 
onemocnění a propuknutí onkogeneze [22,24]. 
Deficience je vzácná, nicméně se může objevit u novorozenců a adolescentů. Projevuje se 
degenerativními a neuromuskulárními změnami, které se označují jako myopatie 
a encefalomalacie [22,24]. 
2.2.2 Silice 
Silice (aromatické oleje, éterické oleje či esenciální oleje) jsou těkavé směsi přírodních 
rostlinných látek, které intenzivně voní. Jejich konzistence je olejovitá. Mají lipofilní povahu, 
tudíž se ve vodě špatně rozpouští. Zpravidla jsou bezbarvé, zvláště v čerstvém stavu. Při delší 
době úchovy snadno pryskyřičnatí, oxidují a tmavnou. Bývají zpravidla tekuté. Přítomnost 
nenasycených látek s dvojnými a trojnými vazbami způsobuje, že silice vykazují optickou 
aktivitu a vysoký index lomu [25]. 
Silice jsou složeny obvykle z velkého počtu chemických látek, kdy dosud bylo 
identifikováno přes 500 různých sloučenin. Jedna silice může obsahovat až 50 sloučenin. Jsou 
zastoupeny látky různých biogenetických skupin, především látky s menším počtem 
kyslíkatých funkcí, s nižší molekulovou hmotností, bez glykosidní vazby na cukry. 
Monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny a fenylpropany vykazují tyto zmíněné vlastnosti. Jsou 
přítomny téměř všechny typy organických sloučenin, jako jsou alkoholy, aldehydy, estery, 
kyseliny, ketony, étery aj. [25]. 
Největší praktické uplatnění nachází obzvláště v potravinářství a kosmetickém průmyslu, 
déle i v chemickém a farmaceutickém průmyslu. Je známo, že silice vykazují inhibiční účinky 
proti široké paletě různých organismů, jako jsou např. bakterie, houby, chlamydie, protozoa 
aj. Fenylacetaldehyd, přítomen většinou ve všech esenciálních olejích, je hlavní složkou 
aroma bezinkové šťávy. Silice mají zklidňující účinky na nervovou soustavu, uplatňují se při 
regulaci jater a žlučníku nebo usnadňují odkašlávání [1,46]. 
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2.2.3 Třísloviny 
Třísloviny nebo také taniny jsou látky organického původu rozpustné většinou ve vodě 
a alkoholu za vzniku kyselých roztoků. Po chemické stránce se jedná o polyfenoly, které mají 
vysokou molekulovou hmotnost. Zapříčiňují trpkou, svíravou nebo také adstringentní chuť. Je 
to způsobeno interakcí s proteiny slin, přičemž dochází k denaturaci těchto proteinů, tím 
ke ztrátě jejich ochranného vlivu, v důsledku čehož dochází k interakci s proteiny dutiny 
ústní. Významný je jejich stahující a antimikrobiální účinek [1,22].  
Třísloviny mají příznivý vliv při léčbě střevního a žaludečního kataru, zánětů sliznic a kůže 
či průjmových obtíží. Taniny se dají využít s výhodou při léčbě omrzlin a popálenin, kdy 
urychlují regeneraci poškozené tkáně. Při otravě těžkými kovy se používají jako antidotum. 
Třísloviny náleží mezi přirozené složky potravin, neboť určitým způsobem ovlivňují žádoucí 
i nežádoucí chuťové vlastnosti potravin. U piva, ovocných šťáv či vína mohou vznikat zákaly, 
na jejichž vzniku se neméně podílí právě třísloviny a proteiny. V tomto případě se třísloviny 
odstraňují přídavkem čiřidel. Odborná literatura uvádí, že v litru šťávy z plodů černého bezu 
je obsah až 4 mg tříslovin [1,22,27,28].  
2.2.4 Sacharidy 
Ze sacharidů je v plodech nejvíce zastoupena fruktóza a glukóza. Sacharóza se vyskytuje 
pouze v malém množství. Celkový obsah cukru se pohybuje okolo 104,2 g.kg-1 čerstvých 
plodů. Bezinky obsahují nižší množství cukru ve srovnání s jablky, které obsahují 
zhruba  115-183 g.kg-1 celkových cukrů. Zároveň významně nižší množství celkového cukru 
mají bezové plody při porovnání s třešněmi, které mají obsah cukru v rozmezí                   
150-230 g.kg-1[19,20]. 
2.2.5 Organické kyseliny 
Bezové plody jsou výjimečně bohaté na organické kyseliny, byly identifikovány čtyři 
hlavní. Kyselina citronová je nejvíce zastoupenou organickou kyselinou ve všech kultivarech 
černého bezu. Dále je přítomna kyselina jablečná a v menších koncentracích také kyselina 
šikimová a fumarová. Jablka a třešně mají velmi nízký obsah organických kyselin při 
porovnání s bezem [29,30]. 
2.2.6 Kyanogenní glykosidy 
Kyanogenní sloučeniny neboli kyanogeny byly detekovány v různých částech přibližně 
3000 druhů rostlin zařazených do 110 čeledí. Některé rostliny jsou tedy schopné procesu 
kyanogeneze, což je produkce kyanovodíku rozkladem kyanogenních sloučenin. Přítomnost 
kyanovodíku pravděpodobně způsobuje hořkou chuť, pach a toxicitu rostlin. Této vlastnosti 
využívají rostliny k odpuzování predátorů. Rozkladné produkty kyanogenních sloučenin se 
podílí na metabolismu dusíku, protože jsou jeho zásobní formou při germinaci semen 
a v počáteční etapě vývoje rostliny [22,31].  
Literatura uvádí asi 75 známých kyanogenních glykosidů. Tato skupina glykosidů je 
nejrozšířenějšími a nejdůležitějšími glykosidy rozmanitých druhů rostlin, které jsou 
konzumovány jako složky lidské potravy nebo využívány jako krmiva hospodářských zvířat. 
Jedná se o glykosidy 2-hydroxynitrilů, tj. glykosidy nitrilů 2-hydroxykarboxylových kyselin. 
Cukrem vázaným v kyanogenních glykosidech je většinou monosacharid ß-D-glukóza. 
Kyanogenní glykosidy se dělí nejčastěji podle aminokyselin, ze kterých se tvoří biosyntézou. 
Od aromatické aminokyseliny fenylalaninu je odvozen epimerní pár (R)-prusinan 
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a (S)-sambunigrin. Sambunigrin je zásadním kyanogenním ß-glukosidem bezu černého. 
Kromě sambunigrinu se v bezu nachází ještě v malém množství metasubstituované 
sloučeniny (R)-holokalin a (S)-zierin. Sambunigrin (Obrázek 4) se nachází ve všech částech 
rostliny, zejména v nezralých plodech a v listech. U dozrávajících plodů se jeho obsah snižuje 
a v období úplné zralosti plodu není pozorován. Šťávy vyráběné z nezralých plodů bezu 
neobsahují velké koncentrace sambunigrinu, tudíž se nejedná o zdravotní riziko při kozumaci, 
nicméně nemusí být akceptovány po senzorické stránce kvůli hořkosti. Tepelným účinkem při 
kulinárním či technologickém zpracování se kyanogenní glykosidy degradují. Kyanogenní 
glykosidy nejsou samy o sobě toxické. Toxický je jejich rozkladný produkt kyanovodík. 
Akutní toxicita je způsobena inhibicí cytochomoxidázy kyanovodíkem v dýchacím řetězci 
(reakce s ionty mědi) a reakcí s hemoglobinem (za vzniku kyanohemoglobinu). Příznaky po 
požití nižší koncentrace jsou stísněný pocit v hrdle a hrudi, bolest hlavy, svalová slabost 
aj. [22,31].  
 
 
Obrázek 4:Sambunigrin [22] 
2.2.7 Flavonoidy 
Rostlinné fenolické látky jsou obsáhlou a nevšední skupinou sekundárních metabolitů 
syntetizovaných v dráze kyseliny šikimové. Primárně důležitým meziproduktem biosyntézy je 
kyselina skořicová nebo její hydroxy a methoxy deriváty (kyselina sinapová, kávová, 
ferulová, kumarová). Z těchto klíčových látek pak dále vznikají další důležité meziprodukty 
druhého stupně, které se následně rozčleňují specifickými hydroxylacemi, metoxylacemi, 
fenoloxidacemi, dehydrogenacemi, esterifikacemi apod. Fenylpropanové deriváty mohou 
zvyšovat svůj počet i do stovek (př. u lignanů) nebo i do tisíců (př. u flavonoidů) v rámci jen 
jedné skupiny [32,33]. 
Flavonoidy představují nemalou skupinu polyfenolických sloučenin odlišujících se 
chemickou strukturou a vlastnostmi. Jsou všudypřítomné v rostlinách, a tudíž jsou součástí 
lidské stravy. Nejnovější studie se zaměřují právě na zdravotní aspekty flavonoidů 
z potravinových zdrojů pro populaci. Pouze některé flavonoidy jsou důležité jako přírodní 
rostlinná barviva, jiné mají zajímavé biologické účinky nebo jsou významné pro svoji chuť, 
která je popisována jako hořká či adstringentní [22,28,34].  
 Struktura a klasifikace flavonoidů 2.2.7.1
Flavonoidní látky mají v molekule dva benzenové kruhy, které jsou spojené tříuhlíkovým 
řetězcem. Existuje asi 5000 flavonoidních látek, přičemž se stále nachází nové sloučeniny 
v rostlinných matricích. U většiny flavonoidů je C3 řetězec součástí heterocyklického kruhu 
odvozeného od 2H-pyranu. Flavonoidy jsou tedy odvozeny od kyslíkaté heterocyklické 
sloučeniny 2H-chromenu, substituovaného v poloze C2 fenylovou skupinou, nazývanou 
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flavan. Jde tedy o uspořádání C6-C3-C6. Tyto tři kruhy jsou často substituovány 
hydroxyskupinami či methoxyskupinami. Dílčí deriváty se odlišují pouze stupněm substituce 
a oxidace. Flavonoidy se vyskytují jako volné látky. Častější varianta výskytu je ve formě 
glykosidů, acylovaných glykosidů nebo také jako polymery [22,28].  
 
 
Obrázek 5: Flavan [35] 
Základní struktury flavonoidů se dělí podle stupně oxidace C3 řetězce a jeho substituce: 
• katechiny; 
• leukoanthokyanidiny; 
• flavanony; 
• flavanonoly; 
• flavony; 
• flavonoly; 
• anthokyanidiny. 
 
S rostoucím oxidačním stupněm sloučenin stoupá současně intenzita jejich barvy. 
Do strukturně příbuzných sloučenin majících benzenové kruhy spojené alifatickým C3 
řetězcem nebo řetězcem, který je součástí furanového cyklu, patří chalkony, dihydrochalkony 
a aurony. Méně četné sloučeniny odvozené od 2H-chromenu, substituované v poloze C3 
fenylovou skupinou, jsou nazývány isoflavonoidy. Pokud je toto spojení v poloze C4, jsou 
tyto sloučeniny nazývány jako neoflavonoidy [22,28]. 
Atomy uhlíku tvořící A a C kruh jsou číslovány od 2 do 8, kdežto v kruhu B je číslování 
od 2´ do 6´ (Obrázek 6). Znázorněná elementární struktura umožňuje značné množství 
strukturních a substitučních obměn v kruzích A, B i C v každé třídě flavonoidů [36]. 
 
 
Obrázek 6: Základní struktura flavonoidů [36] 
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Výskyt flavonoidů je většinou v podobě O-glykosidů, kdy v jejich molekule je přítomna 
cukerná složka a necukerná složka (tzv. aglykon). Cukernou složku představuje obvykle      
D-glukóza, ale také dále D-xylóza, L-rhamnóza, L-arabinóza, D-galaktóza nebo                    
D-glukuronová kyselina. Literatura uvádí, že existuje asi 80 různých cukrů v rostlinných 
matricích vázaných na flavonoidy, přičemž poloha těchto cukrů se může v benzenových 
kruzích změnit [37]. Hlavní přírodní glykosidy jsou nejčastěji substituovány v pozici 3, mezi 
nejpočetnější řadíme deriváty kvercetinu [38]. 
 Přírodní zdroje flavonoidů 2.2.7.2
Roku 1930 maďarský biochemik Szent-Gyorgyi izoloval novou sloučeninu z pomerančů 
a klasifikoval ji jako vitamin P, ale později se ukázalo, že se jedná vlastně o flavonoidy [39]. 
Flavonoidy spolu s dalšími významnými sloučeninami patří mezi rostlinné sekundární 
metabolity. Lidé ani zvířata nemají schopnost syntetizovat aromatické sloučeniny 
s benzenovým kruhem z alifatických prekurzorů. Na základě této skutečnosti musí získávat 
patřičné organické antioxidanty v potravě [40]. 
Výskyt favonoidů u rostlin bývá zvláště v květech, pylu a listech. V semenech, kořenech, 
kůře a plodech není výskyt tak hojný. Flavonoidy jsou lokalizovány nejvíce v nadzemních 
částech rostlin, kdežto v segmentech pod povrchem zeminy byla zjištěna jen nízká 
koncentrace těchto významných látek. Anthokyany spolu s pomocí flavonoidů tvoří lákavé 
oranžové, červené, fialové a modré zbarvení zeleniny, ovoce a rozličných druhů květin [40]. 
Athokyany jsou glykosidy různých aglykonů nazývané anthokyanidiny. Jsou odvozeny 
od flavyliového kationtu, jakožto základní struktury. Odborná studie poukazuje na fakt, že 
v přírodě existuje pravděpodobně až 17 různých anthokyanidinů. Mezi nejznámější 
anthokyanidiny patří kyanidin, pelargonidin, malvidin, petunidin, delfinidin aj. [22].  
Hlavními zdroji využívanými jako potraviny jsou plody rostlin čeledi révovitých 
(Vitaceae, hrozny vinné révy) a růžovitých (Rosaceae, maliny, švestky, jahody, hrušky, 
ostružiny aj.). Další potravinářky významné rostliny obsahující anthokyanová barviva náleží 
do čeledi lilkovitých (Solanaceae), např. odrůdy brambor s červenou slupkou a také lilek 
vejcoplodý. Nutno zmínit drobné bobuloviny z čeledi srstkovitých (Grossulariaceae) jako je 
černý a červený rybíz nebo červenoplodé odrůdy angreštu. Z čeledi vřesovcovitých 
(Ericaceae) jsou to borůvky a brusinky. Patří sem i některé druhy zeleniny jako je červené 
zelí, ředkvičky z čeledi brukvovitých (Brassicaceae) a případně z olivovitých (Oleaceae) 
olivy [42].  
Pro přehlednost byla vytvořena Tabulka 1, kde jsou uvedeny příklady dalších flavonoidů 
v potravinových zdrojích. 
 
V plodech bezu černého byla identifikována anthokyanová barviva na bázi kyanidinu. Jsou 
to kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid, kyanidin-3-sambubiosid, 
kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-rutinosid. Dle literatury je v bezinkách však nejvíce 
zastoupený kyanidin-3-sambubiosid. Druh cukru téměř neovlivňuje chemické vlastnosti 
barviv, mnohem důležitější je ale poloha, v níž je navázán [22,29]. 
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Tabulka 1: Zastoupení jednotlivých skupin flavonoidů v potravinových zdrojích [34] 
Podskupina Barva Reprezentativní flavonoidy Potravinový zdroj Komentář 
Anthokyany 
červená, modrá, 
fialová 
kyanidin ovoce a květiny přírodní barviva 
Flavanoly 
bezbarvé 
katechiny, galokatechin, 
epikatechin, epigalokatechin 
galát 
jablka, chmel, čaj, pivo 
adstringentní 
chuť 
Žlutá 
prokyanidin víno, ovocné džusy   
theaflaviny černý čaj   
Flavanony 
bezbarvé hesperidin citrusové plody  hořká chuť 
Světlá naringenin, eriodiktyol 
pomeranče, grapefruity, 
máta, kmín 
  
Žlutá neohesperidin     
Flavony světle žlutá 
apigenin, chrysin, luteolin 
byliny, cereálie, ovoce, 
petržel, tymián 
hořká chuť 
diosmetin, luteolin zelenina, květiny   
Flavonoly světle žlutá 
isorhamnetin, kemferol, 
myricetin, kvercetin, rutin 
cibule, jablka, třešně, 
brokolice, rajčata, čaj, 
červené víno, kapusta, 
tatarská pohanka, 
drobné bobuloviny 
  
Flavanonoly   taxifolin 
citrony, hořké 
pomeranče 
  
Isoflavony bezbarvé 
daizein, genistein, glycitein, 
formononetin 
luštěniny (sója)   
 
Další flavonoidy představují většinou světle žlutá až tmavě žlutá barviva jako jsou 
flavanony, flavony, flavanonoly, chalkony, flavonoly, isoflavony a aurony. V potravinářském 
průmyslu jsou jako přirozené pigmenty nejvíce pozoruhodné flavonoly a flavony. Rozlišení 
flavonů od flavonolů není složité, neboť flavonoly mají v poloze C3 hydroxyskupinu [22,43]. 
Flavonoidy jsou zajímavé tím, že se v potravinách účastní reakcí enzymového hnědnutí. 
Schopnost vázat těžké kovy a dále schopnost terminovat radikálové oxidační reakce uděluje 
flavonoidům vlastnosti antioxidantů [22]. 
Do skupiny flavonolů je řazen např. kemferol, myricetin a kvercetin vyskytující se 
převážně jako glykosidy a jako kopigmenty doprovázející anthokyany. Zvláště vysoký obsah 
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kvercetinu je údajně ve slupkách červených odrůd cibule. Nejčastěji se setkáváme s glykosidy 
odvozenými od kvercerinu a kemferolu, méně často však s glykosidy myricetinu. Všedním 
rostlinným glykosidem je rutin neboli také kvercetin-3-ß-rutinosid [42].  
Přítomnost těchto flavonoidů v ovocných šťávách lze využít k průkazu jejich falšování, 
např. pro průkaz záměny jednotlivých druhů bobulového ovoce v ovocných šťávách a 
přídavku levných druhů ovoce [22].  
V bezu černém jsou nejčetněji zastoupeny isokvercetin, rutin a astragalin, patřící do 
skupiny flavonolů [44]. 
 Významné flavonoidy 2.3
2.3.1 Kvercetin 
 Obecné vlastnosti a přírodní zdroje 2.3.1.1
Kvercetin (3,3´,4´,5,7 - pentahydroxylflavon) je považován za jeden z nejrozšířenějších 
a nejsilnějších biologicky aktivních flavonoidů.  Poprvé byl vyizolován z vnitřní kůry dubu 
Quercus velutina [45,46,47].  
Kvercetin je žlutý prášek, který je téměř nerozpustný ve vodě, nicméně poměrně dobře je 
rozpustný v methanolu a acetonu. Doporučuje se chránit ho před přímým světlem 
v uzavíratelných a světlu nepropustných nádobách. Kvercetin patří k nejčastěji se 
vyskytujícím flavonoidům jak v zelenině, tak i ovoci. V rostlinách ho najdeme hlavně 
v listech. V ostatních částech rostliny se vyskytuje v podobě aglykonů a glykosidů, v nichž je 
na fenolické struktuře pomocí glykosidické vazby napojena jedna či několik cukerných 
molekul. Opakovaně se zde vyskytuje galaktóza, glukóza a rhamnóza [45,46,47].  
Kvercetin bývá součástí řady doplňků stravy, ačkoli nepatří mezi nedostatkové látky lidské 
výživy. Je známo, že příznivý účinek tohoto flavonolu je výraznější při konzumaci z potravin 
než pokud ho přijímáme v čisté formě. Kvercetin se vyskytuje ve značném množství v žluté 
a červené cibuli, jablkách, kapustě, zeleném a černém čaji, květáku, borůvkách nebo 
i ořechách. Určitá množství byla nalezena i v olivovém oleji a černém bezu [45,46,47]. 
 
 
Obrázek 7: Kvercetin [48] 
 Farmakologický význam 2.3.1.2
Vědecké studie poukazují především na pozitivní účinky kvercetinu v prevenci nádorových 
onemocnění a chorob kardiovaskulárního systému. Tyto vlastnosti, jež mají příznivý vliv na 
lidské zdraví, jsou dávány do spojitosti s jeho antioxidační aktivitou. Kvercetin napomáhá 
zprůchodnění cév tím, že zamezuje jejich poškozování volnými radikály a okysličeným LDL 
cholesterolem. Dále působí proti různým zánětům, trombóze a napomáhá bránit vzniku krevní 
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sraženiny. Zajímavou a významnou schopností tohoto flavonolu je, že tlumí alergické reakce, 
jelikož brání uvolňování histaminu z žírných buněk. Hrstka článků poukazuje na možnost, že 
kvercetin pravděpodobně potlačuje vstřebávání sacharidů v těle, a tudíž by mohl být užitečný 
při léčbě obezity. Kromě toho snižuje tento flavonol hladinu glykémie. Dále také funguje jako 
ochranný prvek proti osteoporóze [45,46]. 
2.3.2 Rutin 
 Obecné vlastnosti a přírodní zdroje 2.3.2.1
Rutin, v dřívější době také označován jako vitamin P, je jednou z velmi žádaných 
flavonoidních sloučenin vůbec. Dá se říci, že je nejčastěji se vyskytující glykosidickou 
formou kvercetinu. Jeho struktura je tvořena aglykonem kvercetinem a glykosidicky 
navázaným disacharidem rutinózou, který je tvořen rhamnózou a glukózou (Obrázek 8). Rutin 
vytváří v čisté formě žluté až zelenožluté krystalky ve tvaru drobných jehlic. Rozpustnost 
rutinu v ethanolu a vodě je nízká, v étheru je téměř nerozpustný. Dobrou rozpustnost má 
v amoniaku a roztocích alkalických hydroxidů [49-51].  
Pokud má být skladován, je žádoucí ho chránit před světlem, stejně tak jako u kvercetinu. 
Nutno zmínit, že obsah rutinu v rostlinách je z velké většiny závislý na UV záření. Poprvé byl 
vyizolován z listové části routy vonné (lat. Ruta graveolens). Vyjma routy je velmi 
významným přírodním zdrojem rutinu také pohanka. Ve větší či menší míře se také nachází v 
cibuli, citrusech, červeném víně a dalších druzích ovoce a zeleniny, včetně bezu černého, 
v jeho plodech, listech ale i větvích [49-51]. 
 
 
Obrázek 8: Rutin [50] 
 Biologický a farmakologický význam 2.3.2.2
Rutin je považován za silný antioxidant. Je schopen redukovat Fentonovu reakci, při které 
vznikají v lidském těle nechtěné kyslíkové radikály. Vědci se shodují na teorii, že tento 
flavonol je potenciálním donorem elektronů, a tudíž může transformovat molekuly volných 
radikálů na stabilnější formy a ukončit tak radikálovou řetězovou reakci. Existují studie 
dokazující jeho ochranné působení proti oxidaci hemoglobinu. Kromě toho chrání LDL 
lipoproteiny před oxidací, na základě čehož preventivně brání proti vzniku aterosklerotických 
plátů v cévách a následných kardiovaskulárních komplikací [22,52,53].  
Rutin modifikuje biosyntézu eikosanoidů, které jsou zodpovědné za určité biologické 
funkce, například krevní srážení, odpověď na zánětlivé procesy a imunitní reakce. Mimo to 
podporuje relaxaci hladkého svalstva cévního, čímž pozitivně působí proti vysokému 
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krevnímu tlaku. Proto je rutin součástí řady potravních doplňků a farmaceutických preparátů. 
Podobně jako u kvercetinu, rutin působí proti srážlivosti krevních destiček, má tedy 
protitrombotický efekt [47,52].  
Další zajímavostí je, že zvyšuje hladinu kyseliny askorbové v živočišných orgánech spolu 
s dalšími flavonoidy tak, že buď navyšuje její utilizaci v organismu, nebo ji chrání před 
možnou oxidací katalyzovanou ionty kovů. Přirozené zdroje kyseliny askorbové, které 
obsahují i jistý sled flavonoidů mají tedy vyšší účinek než syntetický vitamin C. Příkladem 
mohou být plody růže šípkové, kde je právě hojné množství rutinu [22].  
Doporučuje se při prevenci a případné léčbě cévní nedostatečnosti dolních končetin, 
hemeroidů, zvýšené lomivosti a propustnosti krevních vlásečnic. U rutinu byl prokázán 
kladný efekt na metabolismus jak cukrů, tak i tuků. Mezi jeho pozitivní vlastnosti patří také 
protikarcinogenní působení. Část molekuly rutinu obsahující cukr má vliv na jeho vstřebávání 
v organismu a působení na kardiovaskulární systém v těle [47,52].  
Lze ho uplatnit i při léčbě zánětlivých onemocnění kloubů, kam se řadí mimo jiné infekční 
artritida. Zároveň napomáhá razantnímu zmenšení otoků a zkrácení doby léčby. Další 
nepřeberné množství odborných studií odkazuje na pozitivní vliv rutinu při léčbě choroby 
Diabetes mellitus a prevenci degenerativních změn a možných komplikací spojených s tímto 
druhem onemocnění, jako je poškození ledvin a močových cest, plic a dále třeba diabetická 
neuropatie [54-56]. 
Rutin nachází uplatnění i za branami farmaceutického průmyslu. Lze ho využít jako 
stabilizátor, přírodní pigment, potravinový konzervační prostředek a UV absorbent 
v krmivech pro zvířata, v potravinách, chemickém průmyslu a kosmetice [57]. 
 Extrakce flavonoidů 2.4
Z pohledu fyzikální chemie je proces extrakce chápán jako přechod složky fázovým 
rozhraním mezi dvěma vzájemně nemísitelnými kapalinami. Po stránce analytické chemie 
jsou jako extrakce považovány i mnohé další metody, při nichž je převáděna složka směsi 
fázovým rozhraním z jedné fáze (pevné, kapalné či plynné) do fáze druhé (pevné, kapalné 
nebo plynné) [58]. 
 
Extrakční systém lze rozčlenit podle skupenství fází, mezi kterými přechází složka: 
• Z pevné fáze do kapaliny.  Požadovaná složka se rozpouští ve vhodném rozpouštědle 
z pevného materiálu, ostatní složky se nerozpouští. Příkladem je použití Soxhletova 
extraktoru. 
• Z kapaliny do kapaliny. Extrakce je založena na rozdělovací rovnováze v soustavě 
dvou nemísitelných kapalin. Složka přechází z větší části do rozpouštědla, neboť je 
v něm lépe rozpustná. Stupeň distribuce látky je formulován rozdělovacím 
koeficientem. 
• Z kapaliny na pevnou fázi. Extrakce pevnou fází z roztoku selektivně zachycuje 
požadované složky. 
• Z kapaliny nebo plynu na pevnou fázi. Tzv. mikroextrakce pevnou fází je modifikací 
extrakce pevnou fází, v níž dochází k zakoncentrování analytu adsorpcí na polymer 
pokrývající křemenné vlákno. 
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Extrakční proces by měl být v nejlepším možném případě jednoduše proveditelný, rychlý 
a umožňující rutinní analýzu. Dále by měl být kvantitativní a při jeho fungování by měl být 
kladen zřetel na analyzované látky, neměl by být ale finančně náročný. Samotná volba 
extrakční metody neméně závisí i na typu matrice, v níž jsou přítomny koncové analyty. 
Extrakci ovlivňuje i mnoho dalších faktorů, např. teplota, doba extrakce, povrch 
extrahovaných částic a koncentrační spád [58,59]. 
Izolace flavonoidů z rostlinných materiálů je popisována obvykle jako vícestupňový proces 
[60]. 
U pevných vzorků bývá nejprve mechanicky nebo manuálně zredukována jejich velikost, 
pak následuje případné rozemletí v některém z řady mechanických mlýnů. Po této operaci už 
může být zahájena izolace [60]. 
Mezi osvědčené extrakční techniky sloužící k izolaci flavonoidů řadíme extrakci 
ultrazvukem neboli ultrasonikaci, maceraci a také Soxhletovu extrakci. Zmíněné metody jsou 
mnohdy obohaceny o extrakci na pevné fázi označovanou jako SPE [60]. 
 
Macerace je snadno proveditelná metoda, při které se rostlinná matrice obsahující účinnou 
látku převrství potřebným množstvím rozpouštědla tak, že je celá ponořená. Kádinka se nechá 
po určitou dobu (minuty, dny) stát za občasného promíchání. Po uplynutí doby extrakce se 
extrakt dekantuje a balastní látky se odstraní filtrací. Tato operace probíhá za laboratorní 
teploty. Pokud je teplota zvýšena, hovoříme o tzv. digesci. Zahřátím se zvyšuje rychlost 
extrakce, což je žádoucí. U termolabilních látek může dojít ale k jejich rozkladu [59]. 
Kapalné vzorky bývají před separací v HPLC systému nejprve centrifugovány, filtrovány 
nebo přečištěny SPE či izolovány extrakcí kapalina-kapalina [60]. 
Jsou aplikována rozpouštědla vhodná pro extrakci flavonoidů z rostlinných matric, jako je 
voda, metanol, etylacetát nebo etanol. Může se jednat často o směsi těchto rozpouštědel či 
jejich okyselené roztoky. K okyselení roztoků je používána opětovně kyselina octová, 
mravenčí a chlorovodíková [60]. 
Využití klasických extrakčních technik je poměrně časově náročné, i přes tuto skutečnost 
jsou v mnoha studiích nadále používány pro svoji jednoduchost [61,62]. 
Všeobecný trend vývoje extrakčních metod je však řízen snahou nahradit zdlouhavé 
postupy s velkými spotřebami rozpouštědel novými instrumentálními technikami, mezi které 
řadíme zejména mikrovlnnou extrakci, extrakci a mikroextrakci na pevné fázi, extrakci 
rozpouštědlem za zvýšené teploty a tlaku a extrakci pomocí nadkritické tekutiny. Výhoda 
těchto nových extrakčních technik spočívá v malé časové náročnosti, automatizovatelnosti, 
nízké spotřebě vzorků, možnosti online zapojení s plynovou chromatografií-GC, kapilární 
elektroforézou-CE a kapalinovou chromatografií-HPLC jakožto separačními 
technikami [58,62]. 
2.4.1 Extrakce podporovaná tlakem (PSE) 
Extrakce podporovaná tlakem označovaná jako Pressurized Solvent Extraction (PSE) je 
poměrně mladá technika přípravy vzorku, která kombinuje zvýšenou teplotu a tlak ve spojení 
s kapalnými organickými rozpouštědly, a to k dosažení rychlé a efektivní extrakce analytu 
z pevného vzorku. Tento typ extrakce lze hledat v odborných studiích i pod jiným názvem 
jako je např. Pressurized Liquid Extraction (PLE), Pressurized Fluid Extraction (PFE) nebo 
Accelerated Solvent Extraction (ASE). Extrakce probíhá za zvýšeného tlaku (10-15 MPa) 
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a teploty (40-200°C) v krátkém časovém úseku zhruba 5-20 min. Pokud je jako rozpouštědlo 
zvolena voda, hovoří se tedy o tzv. PHWE (Pressurized hot water extraction), extrakci 
stlačenou horkou vodou. Tuto extrakci lze zařadit mezi extrakce stlačenými tekutinami (PLE) 
[63]. 
Roku 1995 byla PSE poprvé představena jako nová extrakční technika. Je používána čistě 
k extrakci pevných vzorků. Rozsáhlé uplatnění našla hlavně v enviromentální analýze (např. 
extrakce pesticidů, polychlorovaných bifenylů z půd). V současné době je využívána také při 
extrakci biologicky aktivních látek (např. extrakce mastných kyselin, flavonoidů, saponinů) 
obsažených v rostlinném materiálu a potravinách [63-65]. 
 
Princip PSE: 
 
 
Obrázek 9:Trojfázový diagram za normálních podmínek 
Organické rozpouštědlo je při teplotě (T1) a daném tlaku (P1) v kapalném stavu za 
předpokladu normálních podmínek, jak lze pozorovat viz. Obrázek 9. 
 
 
 
Obrázek 10: Trojfázový diagram, vliv zvýšené teploty na skupenství rozpouštědla 
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K přechodu rozpouštědla ze stavu kapalného do stavu plynného dochází zvýšením teploty 
z T1 do T2. Rozpouštědlo v plynném stavu už není způsobilé k rozpouštění analytů. Účinnost 
extrakčního procesu tudíž klesá k nule, viz. Obrázek 10. 
 
 
Obrázek 11: Trojfázový diagram, vliv zvýšeného tlaku na skupenství rozpouštědla 
Jestliže nastane situace, kdy dojde k zvýšení tlaku z P1 na P2, organické rozpouštědlo znovu 
přechází do kapalného stavu, viz. Obrázek 11. Vlivem vyšší teploty stoupá i efektivita 
extrakčního procesu. 
 
Vysokotlaká extrakce organickým rozpouštědlem poskytuje zajímavé výhody 
při porovnání s klasickým provedením kapalinové extrakce za nízkého tlaku a teploty: 
 
• je možné používat čistá rozpouštědla i směsi vzájemně mísitelných rozpouštědel 
k extrakčnímu procesu; pokud je vybrána směs rozpouštědel na provedení extrakce, 
PSE zajišťuje jednoznačnou kontrolu složení rozpouštědla a jeho řízenou spotřebu; 
• zvýšená teplota při extrakci zvyšuje těkavost analyzovaných látek, a tím většinou i 
jejich rozpustnost ve zvoleném rozpouštědle; 
• zvýšená teplota zároveň ulehčuje uvolnění příslušných analyzovaných látek z rostlinné 
matrice díky uspíšení transportních procesů a zeslabení interakcí analyzovaných látek 
s matricí; to se projevuje celkovým snížením spotřeby rozpouštědel na rozdíl od 
běžných extrakčních technik, a tím tedy i nižší zátěží na životní prostředí; 
• zvýšený tlak udržuje extrakční činidlo v kapalném stavu nad jeho bodem varu během 
extrakce, kromě toho také zdokonaluje kontakt rozpouštědla s analytem, který je 
zakotven v drobných pórech v matrici; 
• vlivem nepřítomnosti kyslíku a světla jsou sníženy oxidační procesy a degradace 
během procesu extrakce; 
 
PSE je tedy na rozdíl od klasických extrakčních technik nejen šetrnější, ale i rychlejší, 
ekonomičtější a patrně efektivnější. PSE extrakce je považována za vybranou techniku, 
a proto byla Agenturou pro ochranu životního prostředí (EPA) zahrnuta pod protokol 3545A 
mezi celosvětově uznávané standardizované metody [63,66].  
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 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 2.5
2.5.1 Historický mezník v HPLC 
Chromatografie je všeobecný název přiřazený mnoha různým separačním technikám. 
Za své jméno vděčí ruskému botanikovi Mikhailovi Tswettovi, který jako první popsal 
chromatografii jako takovou v roce 1903. Tswett se zabýval separací respiračních pigmentů 
zahrnujících xantofyly a chlorofyly. Z těchto pigmentů připravil roztoky, které nechal putovat 
vlivem gravitační síly skrz skleněné kolonky plněné jemně namletým uhličitanem vápenatým. 
Každý pigment procházel skrz kolonku s odlišnou rychlostí vlivem rozdílné adsorpce 
pigmentu na práškový adsorbent. Výsledkem byla více barevná změna, proužek, na kolonce. 
Tento přístup dal počátek názvu chromatografie vycházející z řeckého slova „chroma“ 
označující barvu a slova „graphein“, které znamená psát. Eluát musel být postupně odebírán 
z kolonky a dílčí frakce byly detekovány kolorimetricky. Tento způsob byl poměrně pracný, 
časově náročný a účinnost procesu separace nebyla uspokojující. Při uplatnění mnoha 
teoretických poznatků z plynové chromatografie a s rozmachem laboratorní techniky, se 
kapalinová chromatografie dostala do popředí jako vysoce účinná a automatizovaná 
analytická metoda [67-69]. 
2.5.2 Základní popis HPLC 
Chromatografické metody náleží do kategorie separačních metod, jenž jsou založeny 
na rozdílné distribuci dělených látek ve směsi mezi dvě rozličné nemísitelné fáze. Jedná se 
o mobilní (pohyblivou) a stacionární (nepohyblivou) fázi. Jak již vyplývá z názvu techniky, 
u kapalinové chromatografie je mobilní fází kapalina. Stacionární fáze bývá často tuhá látka 
či kapalina zakotvená na tuhém nosiči. Stacionární fáze je lokalizována v chromatografické 
koloně ve formě sorbentu, přičemž mobilní fáze teče skrz tento sorbent. Nejčastějším typem 
uspořádání kapalinové chromatografie je vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC, 
v anglickém překladu High Performance Liquid Chromatography). Při této specifické sestavě 
je mobilní fáze vedena do systému za pomoci vysokotlakého čerpadla [70].  
K již zmíněné distribuci může dojít mezi stacionární a mobilní fází pouze v případě 
existence fázového rozhraní. Během separace látek dochází k opakovanému ustalování 
rovnováhy dělených látek mezi mobilní a stacionární fází. Distribuce složek je definována 
pomocí distribuční konstanty KD. Čím vyšší hodnotu bude mít distribuční konstanta pro 
vybranou látku, tím déle budou setrvávat její molekuly ve stacionární fázi, a tím větší bude 
její retence [67].  
Separace a eluce složek směsi je ovlivněna nejen povahou mobilní fáze, ale i povahou 
stacionární fáze. Eluci lze provést buď mobilní fází o neměnném složení při použití 
isokratické eluce nebo mobilní fází se zvyšující se eluční silou při využití gradientové eluce. 
U gradientové eluce je složení mobilní fáze programově měněno ve prospěch silnější eluční 
složky. Použití isokratické eluce je žádoucí, pokud mají látky podobné fyzikálně-chemické 
vlastnosti, tedy hodnoty KD. Gradientovou eluci využíváme v opačném případě [70]. 
Separované zóny analytů, které vychází z chromatografické kolony, jsou zaznamenány 
během průchodu detektorem a získaný signál je převeden do formy chromatografického 
záznamu, tzv. chromatogramu. Chromatografický záznam je určen gaussovskými křivkami, 
které se nazývají píky [70]. 
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2.5.3 Instrumentace v HPLC 
Plně funkční kapalinový chromatograf je členěn na několik částí viz. Obrázek 12. Každá 
část vykonává určitou funkci, jako je uchovávání a transport mobilní fáze, dávkování vzorku, 
samotná separace a detekce látek a v neposlední řadě záznam dat pro následné vyhodnocení. 
Kapalinové chromatografy mohou mít často řadu obměn. Celý HPLC systém je dokonale 
propojen pomocí nerezových kapilár [70]. 
 
 
 Transport mobilní fáze 2.5.3.1
V této části chromatografu mohou být začleněny následující komponenty, zásobníky 
mobilní fáze, odplyňovač, vysokotlaké čerpadlo, tlumič pulsů a případně směšovače 
mobilních fází. Směšovače jsou využity v případě gradientové eluce, která není předmětem 
této práce. Zásobník mobilní fáze je upraven tak, že obsahuje speciální filtry (kovové či 
teflonové s porozitou 0,20 µm), které zachycují suspendované tuhé partikule před vstupem do 
HPLC soustavy. Uzavření mobilní fáze by mělo být opravdu pevné, aby nedošlo k úniku 
jejích par do okolí, a aby nebyla kontaminována prachem či mikroorganizmy. Zásobníky 
mohou být klasické láhve v počtu 1-4 o objemu 1 l nebo 2,5 l [70]. 
 Odplynění mobilní fáze 2.5.3.2
Odplyněním mobilní fáze lze předejít potížím jako je nestabilita základní linie (baseline), 
špatná opakovatelnost dávkovaného objemu vzorku a neopakovatelné retenční časy. 
Přítomnost rozpuštěného plynu v mobilní fázi má i dopad na vysokotlaká čerpadla, kdy může 
dojít k zavzdušnění hlavy pumpy. Existují dva způsoby odplynění mobilní fáze, buď 
probublávání heliem nebo použití vakuového degaseru. Účinnější, levnější a praktičtější se 
v dnešní době jeví spíše využití vakuového odplyňovače. Důležitým bodem pro tento 
odplyňovač je vakuová komora, kde je situována semipermeabilní kapilára propouštějící 
Obrázek 12: Blokové schéma kapalinového chromatografu 
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svými stěnami pouze plynné látky. Mobilní fáze je vedena právě přes onu semipermeabilní 
kapiláru, přičemž rozdíl tlaku na vnější straně a vnitřní straně kapiláry zabezpečuje 
kontinuální odplynění mobilní fáze pomocí vakuového čerpadla [70].  
 Čerpadlo mobilní fáze 2.5.3.3
Vysokotlaká čerpadla musí splňovat poměrně vysoké požadavky, jako jsou přesnost 
a správnost průtoku mobilní fáze do 1 %, komponenty používané ke konstrukci čerpadel musí 
odolávat korozi (titan, keramika, nerezová ocel). Samotný průtok mobilní fáze musí být 
dokonale bezpulsní a bez výrazných jednostranných změn. Pro rychlou výměnu mobilní fáze 
je vyžadován co nejmenší vnitřní objem čerpadla. Další podmínkou je, že výstupní tlak 
na čerpadlech by se měl pohybovat v širokém rozsahu 1 až 100 MPa pro konvenční HPLC. 
V neposlední řadě musí být možnost změny průtoku mobilní fáze v širokém rozmezí 
od 0,1 po 10 ml [70,71].  
Každé kvalitně pracující vysokotlaké čerpadlo by mělo disponovat stabilním průtokem 
mobilní fáze. Pokud se jedná o nestabilní průtok mobilní fáze, tak dochází k fluktuaci 
retenčních časů a nepřesnosti výsledků [70,71].  
Dělení vysokotlakých čerpadel je podle způsobu jejich práce, zda fungují při konstantním 
objemovém průtoku nebo při konstantním tlaku. Princip práce obou čerpadel spočívá ve 
vypuzení mobilní fáze ze zásobníku pomocí pístu či membrány. Zásadní odlišnost nicméně 
ale tkví v rozpohybování čerpadla. Čerpadla pracující na bázi konstantního tlaku používají 
tlak plynu nebo hydraulickou kapalinu na píst čerpadla. U čerpadel fungujících s konstantním 
objemovým průtokem je na rozpohybování pístu využit mechanický pohon. 
Patří sem čerpadla pneumatická, injekčního typu, membránová a pístová [70,71]. 
 Dávkování vzorku 2.5.3.4
Způsob dávkování vzorků na chromatografickou kolonu je do jisté míry spojen s účinností 
chromatografické separace. Nedokonalým dávkováním může dojít k podstatnému rozmývání 
chromatografických píků vlivem mimokolonového příspěvku dávkovacího aparátu. 
Dávkování vzorků pomocí injekční stříkačky přes vybrané septum není již hojně využíváno. 
V současné době jsou uplatňovány manuální smyčkové dávkovače fungující na principu 
přepínacích ventilů nebo automatické dávkovače (tzv. autosamplery). Automatické dávkovače 
nalézají široké uplatnění v různých typech laboratoří, které denně zpracovávají značné 
množství vzorků.  Dávkovací vysokotlaké ventily mohou pracovat buď s využitím dávkovací 
smyčky, nebo s využitím vnitřního objemu ventilu. Na trhu dostupné dávkovače (Valco, 
Waters) mají různorodé objemy dávkovacích smyček od 0,2 µl do 2 000 µl. Tyto ventily 
mohou být řízeny elektricky či pneumaticky [70]. 
 Kolona 2.5.3.5
Kolony jsou nejčastěji vytvářeny komerčně, přičemž zákazník je schopen ovlivnit tvar, 
konstrukci a parametry chromatografické kolony minimálně. Lze si vybrat druh sorbentu 
a jeho velikost částic. Na výrobu pláště kolony je používána nerezová ocel, která vykazuje 
silnou odolnost vůči korozi. Pokud použijeme mobilní fázi s obsahem chloridů, nerezová 
kolona se stává málo odolnou. Abychom zabránili těmto problémům při samotné separaci, 
musíme volit takový materiál pro vnitřní povrch kolony, který má vhodné vlastnosti. Mezi 
tyto vlastnosti patří odolnost vůči chemickému účinku mobilní (pohyblivé) fáze, odolnost 
vůči vysokým tlaků až do 100 MPa a dokonalá jemnost vnitřního povrchu kolony [72].  
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V analytickém okruhu zájmu jsou v současnosti využívány tradiční analytické kolony o 
délce 10 až 300 mm, vnitřním průměru 2,1 až 5 mm a náplni o velikosti částic 1 až 10 µm 
[70].  
Někdy se stane, že analyzovaný vzorek obsahuje nečistoty. Tento stav vzorku je 
samozřejmě nežádoucí, a proto se klade před chromatografickou kolonu ještě předkolona, 
která vzorek zbaví od těchto balastů [70].  
 Termostaty 2.5.3.6
Je důležité, aby všechny druhy termostatů zaručovaly naprosto rovnoměrné rozprostření 
teploty v celém prostoru, kde se odehrává separace vzorků viz. Obrázek 12 a zamezit lokálním 
teplotním výkyvům. Termostaty pro HPLC systémy lze rozdělit na kapalinové 
a teplovzdušné. Mezi teplovzdušné termostaty zahrnujeme termostaty s nuceným oběhem 
temperovaného vzduchu. Tyto termostaty ohřívají nebo chladí chromatografické kolony 
poměrně rychle, fungují velmi přesně. Chromatografické kolony můžeme chladit pod 
laboratorní teplotu pomocí integrovaného Peltierova článku. Kapalinové (olejové) termostaty 
umožňují lepší přenos tepla a fungují s vyšší přesností nastavení teploty. V pracovním 
procesu jsou využity pro teploty vyšší než 100°C [70]. 
 Detekční systémy 2.5.3.7
Detektory v HPLC, viz. Obrázek 12, registrují rozdíl v signálu mezi průchodem čisté 
mobilní fáze a mobilní fáze s obsaženým analytem. Detektory mohou být děleny 
na nedestruktivní a destruktivní. U nedestruktivních detektorů není pozorována chemická 
změna detekované složky, kdežto u destrukčních detektorů dochází k nevratné změně 
detekované složky [70].  
 
Ideálního HPLC detektor by měl mít tyto vlastnosti [73]: 
• specifita; 
• nedestruktivnost; 
• kvalitativní informace pro detekované píky; 
• vysoká citlivost a předvídatelná odezva; 
• univerzálnost – možná odezva pro všechny analyty; 
• linearita (široký lineární dynamický rozsah); 
• spolehlivost při práci a snadná použitelnost atd. 
 
Nejobtížnější je spojení specifity a současně univerzálnosti, to prakticky nelze [70].  
 
Detektory v HPLC lze rozdělit na 4 typy podle toho, na jakou vlastnost analytu reagují [73]: 
• detekce specifické vlastnosti vzorku (CAD, ELSD, refraktometrický detektor); 
• detekce univerzální vlastnosti jednotné pro všechny analyty (fluorescenční, UV-VIS, 
elektrochemický, vodivostní detektor); 
• detekce změny mobilní fáze (MS, CAD); 
• spojené techniky - napojení nezávislé analytické techniky k HPLC (MS, NMR, 
infračervený detektor). 
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Spektofotometrické detektory budou pojednány detailněji, neboť byly používány v této 
diplomové práci. Detektory tohoto typu pracují na principu absorpce záření v okruhu 
vlnových délek od 190 nm do 800 nm.  
Kvantitativní vyhodnocení se opírá o Lambert-Beerův zákon, v němž je zahrnut vzájemný 
vztah mezi tloušťkou absorbující vrstvy (l), koncentrací absorbující složky (c) a vlastní 
velikostí absorpce, která je vyjádřena absorbancí (A). 
  
A = l . εi . ci                      
 
Písmeno (ε) v rovnici značí molární dekadický absorpční koeficient, který je typický pro 
jednotlivé látky. Absorbance současně vystihuje vlastnost měřeného vzorku. Absorbance se 
mění, pokud se mění koncentrace látek ve vzorku a délka absorpční vrstvy. Protože Lambert-
Beerův zákon nepojednává o vlivu vlnové délky, teploty a rozpouštědla na hodnotu 
absorbance, jeho platnost je proto omezena odchylkami [70,74]. 
Podstatou správného chodu spektrofotometrického detektoru je jeho cela. Průtoková Z-cela 
detektoru je navrhnuta tak, aby eliminovala mísení separovaných elučních zón. Optika Z-cely 
detektoru směřuje paprsek světla do středu cely, protože je tu drift teploty, indexu lomu 
a průtoku nejmenší. Drift označuje postupnou změnu intenzity signálu s časem. Šířka Z-cely 
je navrhnuta tak, aby bylo využito maximum energie a tato energie byla vedena přímo 
do fotodetektoru [70,74]. 
Po konstrukční stránce jsou spektrofotometrické detektory děleny na několik typů. 
Detektory s fixní vlnovou délkou uplatňují jakožto zdroj záření ve většině případů 
nízkotlakou rtuťovou výbojku o vlnové délce 254 nm. Jelikož není touto výbojkou dosaženo 
absolutní monochromatické záření, jsou použity dále speciální filtry. Detektory s měnitelnou 
vlnovou délkou umožňují výběr vlnových délek, dle potřeby. Dalším typem jsou detektory 
s programovatelnou vlnovou délkou, přičemž vlnová délka má nastavené hranice obvykle 
od 190 nm do 700 nm. Vlnovou délku lze změnit v průběhu analýzy. Posledním typem 
spektrofotometrického detektoru je detektor s diodovým polem (DAD = diode-array detector 
nebo PDA = photodiode-array) viz. Obrázek 13 [74]. 
 
 
Obrázek 13: Nákres detektoru s diodovým polem [75] 
(1) 
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Tento typ detektoru zaznamenává celé spektrum v reálném čase, aniž by došlo k přerušení 
separace na chromatografu. Limit detekce je 10-10 g.ml-1 v závislosti na detekované látce. Aby 
detektor začal fungovat, nejprve je do činnosti zapojen zdroj záření, který přes jednotlivé 
komponenty, viz. Obrázek 13, vysílá paprsek světla do měrné Z-cely detektoru [74,76].  
Následně je záření pomocí holografické mřížky spektrálně rozvolněno, tudíž na jednotlivé 
fotodiody dopadá světelný tok, který má jistou vlnovou délku. Vlnová délka byla zeslabena 
skrz absorpci v Z-cele detektoru. Přítomné fotodiody jsou integrovány s předem nabitým 
kondenzátorem. Dopadem světelného toku na diodu vzniká fotoelektrický proud, který vybije 
kondenzátor a tento jev je úměrný intenzitě dopadajícího světelného toku. Během další etapy 
je nabit kondenzátor a je naměřen proud nutný pro toto dobití kondenzátoru. Naměřený proud 
je ukládán do paměti řídícího panelu. Děj vybíjení a nabíjení kondenzátoru se neustále 
opakuje, a tak jsou zaregistrovány záznamy o absorbanci při každé vlnové délce v každém 
okamžiku. Spektrální rozlišení pak udává počet diod v poli, což bývá od 512 do 1024 diod. 
PDA detektory spolupracují s počítačem, jakožto řídící jednotkou a dovolují tak detekovat 
vzorek při různých vlnových délkách. Předností PDA detektoru je taktéž schopnost porovnání 
získaných spekter s knihovnou spekter a možnost vypočítat čistotu píku [70,74,76].   
 Stacionární fáze 2.5.3.8
Stacionární fáze je nepohyblivou fází v chromatografickém uspořádání. Může být ve formě 
tuhé či v podobě tenké vrstvičky kapaliny chemicky vázané nebo zakotvené na tuhou matrici 
(nosič). Tuto fázi nacházíme jako výplň v chromatografické koloně, na níž probíhá vlastní 
separace vzorku.  
 
Stacionární fáze lze s přehledem dělit dle jejich chemického složení: 
• hybridní; 
• anorganické oxidy (silikagel, oxid hlinitý, zirkoničitý, titaničitý); 
• polymerní; 
• chemicky vázané fáze na bázi silikagelu. 
 
Na nepohyblivé fáze jsou kladeny určité nároky, jako je tepelná a chemická stabilita. 
Nepohyblivá fáze nesmí reagovat s mobilní fází, ani se v ní rozpouštět. Může také dojít 
k vymytí stacionární fáze z chromatografické kolony. Tento jev je nežádoucí a nastal 
pravděpodobně v důsledku použití nesprávné mobilní fáze či vysoké teploty [77,78].  
 
Silikagel (silica) se na trhu vyskytuje jako jeden z nejznámějších anorganických sorbentů. 
Vlivem mnoha vlastností se silikagel jeví jako ideální nosič. Pokud jsou na tento sorbent 
chemicky navázány ligandy, lze ho využít pro chromatografickou separaci na reverzních 
fázích. Silikagel je velice vhodným sorbentem pro HPLC, protože dobře odolává vysokým 
tlakům, které jsou vytvářeny v systému. Je inertní vůči organickým rozpouštědlům, nesráží se 
ani nebobtná. Silikagel obvykle tvoří porézní amfoterní strukturu o složení SiO2·xH2O, 
přičemž voda je poutána v nestechiometrickém množství za vzniku silanolových skupin      
Si-OH. Silikagel vyráběný do HPLC soustavy má dosti velký specifický povrch (zhruba 5 až 
500 m2.g-1), velký objem pórů (0,7 ml.g-1), kdy střední průměr pórů činí 8-15 nm. Velikost 
částic náplně může být různá, zpravidla 3,5 až 10 µm. Specifický povrch adsorbentu se 
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snižuje s vzrůstajícím průměrem pórů, vlivem tohoto jevu klesá také distribuční konstanta 
a současně retence analytů [70]. 
Silikagel disponuje aktivními centry na svém povrchu, což jsou vlastně hydroxylové 
skupiny, respektive silanolové skupiny. Ty propůjčují povrchu silikagelu polární charakter 
a na základě své reaktivity jsou využity k přípravě chemicky vázaných fází. Důležitým bodem 
je kontrolovat, aby pH mobilní fáze nepřekročilo hodnotu 8, při jejíž překročení je navozeno 
rozpouštění silikagelu [79,80]. 
Silikagel nalézá využití jako základní prvek stacionárních fází v rozličných 
chromatografických sestavách. Patří zde základ hlavně pro již zmíněné reverzní fáze, ale dále 
pro normální fáze, chirální fáze, iontoměniče a HILIC neboli hydrofilní interakční 
chromatografii [70,81-83]. 
 
Chemicky vázané fáze na bázi silikagelu 
Použití stacionárních fází, které jsou chemicky vázány na matrici, přináší značný přínos. 
Prakticky nedochází k vymývání nepohyblivé fáze z nosiče a zároveň se nerozpouští 
v pohyblivé fázi. Další výhodou je, že při velkém průtoku mobilní fáze není stacionární fáze 
mechanicky strhávána. Patří sem také jistá odolnost vůči změnám složení pohyblivé fáze 
a ke změně teploty. Na základě těchto aspektů není narušena rovnováha na chromatografické 
koloně, a tudíž lze volit různé pracovní podmínky. V HPLC reprezentují reverzní fáze na bázi 
silikagelu trvale nejrozšířenější druh sorbentů. Pravděpodobně se vyskytuje na trhu něco přes 
400 druhů zmíněných vázaných fází dle vědeckých článků [70,84]. 
Mezi komerčně dostupné náplně s chemicky poutanými fázemi se řadí nepolární fáze 
s alkylovými řetězci s různou délkou (C2 – C30). Tyto stacionární fáze jsou univerzálním 
uplatněním pro nepolární i polární analyty. Trvale nejrozšířenějším typem sorbentu v HPLC 
soustavě je stacionární fáze s chemicky vázaným alkylem C18 (oktadecylsilikagel). Existují 
další fáze například s chemicky vázanou kyanopropylovou či aminopropylovou skupinou, 
dále pak diolové a nitrofenylové fáze [70]. 
 Chromatografické systémy 2.5.3.9
 
Systémy s normálními fázemi (NP-HPLC) 
Separace na normálních fázích byla velmi využívanou separační technikou 
až do 70. let 20. století. Tento systém s normálními fázemi využívá pro separaci látek polární 
stacionární fáze a mobilní fáze, které mají nižší polaritu než má fáze stacionární [73].  
Jako polární stacionární fázi můžeme považovat např. čistý silikagel nebo silikagelový 
nosič s chemicky vázanými polárními fázemi. Mobilní fází může být cyklohexan, 
tetrachlormethan či chlorobenzen. Mechanismus retence je zde založen na kompetici mezi 
dělenou látkou a mobilní fází o lokalizovaná adsorpční centra na povrchu stacionární fáze.  
Platí, že zadržení neboli retence látek na chromatografické koloně vzrůstá s rostoucí 
polaritou analytů a snižuje se s rostoucí koncentrací polárního rozpouštědla v mobilní fázi. 
Zájem o separaci s NP začíná v současnosti ustupovat do pozadí vlivem mnoha nevýhod 
(manipulace s nevodnými, těkavými organickými rozpouštědly) ve srovnání s dalšími 
systémy. Nicméně NP-HPLC je hojně využita na separaci isomerů např. tokoferoly, u kterých 
je v jiných módech problematická separace [70,73].   
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Systémy s reverzními fázemi (RP-HPLC) 
V tomto systému na reverzních neboli obrácených fázích vystupuje mobilní fáze jako 
polární. Nejčastěji je to směs vodné složky (voda, zředěné vodné roztoky kyselin atd.) 
s polárními organickými rozpouštědly mísitelnými s vodou (alkoholy, acetonitril atd.) [70].  
Stacionární fáze je v systému s RP nepolárního charakteru. V těchto fázích se téměř 
nenachází aktivní adsorpční centra, která by byla schopná polárních interakcí. Povrch 
stacionární fáze může interagovat pouze nespecifickými mezimolekulovými interakcemi 
analyt-sorbent. Eluční síla vzrůstá s klesající polaritou organického rozpouštědla, tedy 
v opačném sledu ve srovnání s chromatografií na normálních fázích [70,85].  
Separace na RP bývá velmi vyzdvihována díky své univerzálnosti. Separaci na reverzních 
fázích lze aplikovat nejen pro elementární směsice malých molekul, ale i pro směsi 
složitějšího rázu, mezi které můžeme zahrnout např. rostlinné extrakty či biologické vzorky 
při studiu metabolitů nových léčiv [70,85]. 
2.5.4 Metodický přehled stanovení a identifikace flavonoidů 
Dílčí skupiny flavonoidů jsou identifikovány z rostlinných extraktů především pomocí 
chromatografických a elektromigračních metod. Do chromatografických metod patří plynová 
(GC) a kapalinová chromatografie (HPLC). Mezi metody elektromigrační lze zařadit kapilární 
elektrochromatografii (CEC), kapilární zónovou elektroforézu (CZE) a micelární 
elektrokinetickou chromaografii (MEKC) [86]. 
Nejčastěji využívaná separační technika sloužící k identifikaci flavonoidů je kapalinová 
chromatografie. Při stanovení flavonoidů touto technikou z různých zdrojů se obvykle 
využívá uspořádání na reverzních fázích. Jsou často používány C8 (náplň v koloně obsahuje 
oktanové skupiny) nebo C18 (oktadecylové skupiny) kolony. Tyto skupiny jsou ukotveny 
na povrchu stacionární fáze, jejímž základem bývá často silikagel. Kromě silikagelu existují 
i různé modifikované sorbenty s fenylovou či diolovou skupinou [87,88]. 
V poslední době byla publikována taktéž zajímavá separace flavonoidů na HILIC 
kolonách. Mobilní fázi tvoří většinou metanol nebo acetonitril, jakožto organické 
modifikátory, a vodná část. Mobilní fáze bývá ještě okyselena kyselinou mravenčí nebo 
octovou. Poměry anorganické a organické fáze v eluentu determinují a ovlivňují retenční časy 
a tvary píků separovaných látek. Metanol a stejně tak i acetonitril přispívají ke zkracování 
retenčních časů. Přítomnost vyššího obsahu kyseliny má příznivý vliv na tvar píku, jelikož 
vede k jejich zúžení poklesem pH. Dále napomáhá snížení doby průchodu látky kolonou, 
čímž se zároveň zkracuje celková doba HPLC analýzy. Je nezbytné optimalizovat korektní 
podmínky HPLC pro každou analyzovanou látku ve vzorku zvlášť, aby nedocházelo 
ke koeluci dvou píků a tím k chybné separaci a identifikaci příslušných analytů [86,87,89]. 
Detekce analyzovaných látek probíhá hlavně spektrofotometricky UV-VIS detektory, 
detektory s fotodiodovým polem – PDA a detektory s diodovým polem – DAD. Aglykony 
polyfenolů obsahují nejméně jedno aromatické jádro, tudíž snadno absorbují záření v UV 
oblasti. Detekce je uskutečněna v rozmezí vlnových délek 254-550 nm. Využití fluorescenční 
detekce není tak časté, neboť spektrum látek vykazujících fluorescenční efekty je velice 
omezeno. V chemické sféře se začínají objevovat také i elektrochemické detektory, zvláště 
coulometrická detekce s multielektrodovými, tzv. CoulArray detektory. Tyto detektory jsou 
schopny stanovit ng-pg množství látek i v neméně komplikovaných matricích aniž by byla 
provedena jakákoliv předúprava vzorku [86,88,90,91]. 
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V dnešní době se nejvíce využívá kapalinová chromatografie ve spojení s hmotnostní 
spektrometrií (MS), jakožto detekčním systémem. Jako ionizační techniky pro toto spojení, 
LC-MS, jsou preferovány chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a ionizace 
elektrosprejem (ESI). Tandemové spojení HPLC-ESI-MS a HPLC-APCI-MS jsou tudíž 
žádoucí prostředky k identifikaci dalších flavonoidů v příslušných rostlinných matricích. 
Pokrok ve studiu analýzy flavonoidů přináší i nové tandemové techniky kapalinové 
chromatografie ve spojení s nukleární magnetickou rezonancí (NMR) [93,94]. 
 Podmínky HPLC separace pro stanovení kvercetinu, rutinu a pro kvercetin a 2.5.4.1
rutin ve směsi 
V Tabulce 2 jsou uvedeny jednotlivé příklady podmínek pro stanovení kvercetinu, rutinu 
a směsi rutin-kvercetin v rozličných rostlinných materiálech. Klíčovými podmínkami, 
způsobem provedení separace a identifikace flavonolů se zabývá řada renomovaných 
zahraničních studií. Do Tabulky 2 byly vybrány pouze některé z nich [93,95-108]. 
Organická složka mobilní fáze byla většinou směsná kombinace metanolu, dále 
acetonitrilu (ACN) a ve dvou případech byla použita směs metanol-ACN. Mobilní fáze byla 
okyselena ve většině případů kyselinou octovou či mravenčí [93,95-108]. 
Ve 12 uvedených odborných studií byla použita gradientová eluce. Tento typ eluce je 
obtížnější, protože se používají dvě mobilní fáze a ne každý chromatograf dovoluje nastavení 
gradientu, nicméně při této eluci je docíleno lepšího dělení složek vzorků. U zbylých 3 studií 
byla využita isokratická eluce. Získané retenční časy byly poměrně odlišné v rozsahu zhruba 
od 2 min do 55 min [93,95-108]. 
U všech studií byly pro separaci flavonolů rutinu a kvercetinu použity kolony C18. 
Rozměry kolony se liší, velikost částic sorbentu byla stejná pro všechny studie. Průtok 
mobilní fáze byl většinou nastaven na 1 ml.min-1, nicméně u několika případů byla hodnota 
snížena pod 1ml.min-1. Je to dáno tím, že pokud je k dispozici kratší kolona, tak se musí snížit 
i rychlost průtoku eluentu kvůli dosažení uspokojivé separace látek při průchodu kolonou. 
Teplota kolony byla nastavena převážně na laboratorní teplotu (20-25°C), v jedné studii byla 
nastavena i teplota 40°C. Vzorky byly nastříknuty nejčastěji v objemu 20 µl, ale v několika 
případech se objem pohyboval v rozsahu 10-50 µl [93,95-108]. 
Jako detekční systémy byly instalovány UV-VIS detektory, PDA detektory a DAD 
detektory. Rozmezí vlnových délek se pohybovalo od 200 do 400 nm. Při vlnové délce     
360-370 nm totiž rutin absorbuje nejvíce [93,95-108]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
39 
 
 
Tabulka 2: Podmínky HPLC separace pro stanovení kvercetinu, rutinu a pro kvercetin a rutin ve směsi 
Č. Rok, země Mobilní fáze Kolona 
Rozměry 
kolony (mm) 
a částic (μm) 
Teplota 
kolony 
(°C) 
Detekce, 
vlnová délka 
(nm) 
Nástřik 
(μl) 
Průtok 
(ml/min) 
Retenční 
čas (min) 
Gradient 
1. 
2000, Německo 
[95] 
2% kys. octová ve vodě 
(A); 0,5% kys. octová ve 
vodě a acetonitrilu 
(50:50) (B)  
Phenomenex 
Aqua C18 
(250x4,6), 5 25 DAD, 370 10 1 
R: 34,5           
K: 55 
50 min (10-55% B)    
10 min (55-100% B)    
5 min (100-10% B) 
2. 2005, Čína [96] 
metanol:acetonitril:voda 
(40:15:45) + 1% kys. 
octová 
HIQ SIL 
C18V (RP) 
(250x4,6), 5 N 
DAD, R:257 
K:368 
10 1 
R: 5,4             
K: 7,5 
  
3. 
2008, Polsko 
[97] 
2 mmol/l kys. mravenčí 
(pH 2,7) (A); metanol 
(B) 
Ascentis 
C18 
(150x4,6), 5 20-25 DAD, 254 20 1 
R: 26,38         
K: 35,29 
15 min (22% B)         
17 min (40% B)         
31 min (60% B)         
38 min (22% B) 
4. 2010, ČR [98] 
acetonitril (A); voda 
okysel. kys. octovou na 
pH 2,94 (B)  
Lichrospher 
100 RP-18e 
(250x4,0), 5 N 
UV, R: 335      
K: 253 
20 1 
R: 7,6             
K: 15,1 
0-35 min (85-25% B) 
5. 2007, Čína [99] 
metanol:voda (45:55), 
okysel. 0,5% kys. 
octovou 
Eclipse 
XDB-C18 
(150x4,6), 5 20-25 UV, 254 20 1 
R: 4,9             
K: 12,5 
  
 
N - neuvedeno 
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Tabulka 2: Podmínky HPLC separace pro stanovení kvercetinu, rutinu a pro kvercetin a rutin ve směsi (pokračování) 
 
N - neuvedeno 
Č. Rok, země Mobilní fáze Kolona 
Rozměry 
kolony (mm) 
a částic (μm) 
Teplota 
kolony 
(°C) 
Detekce, 
vlnová délka 
(nm) 
Nástřik 
(μl) 
Průtok 
(ml/min) 
Retenční čas 
(min) 
Gradient 
6. 
2008, USA 
[100] 
0,3% kys. octová v 
metanolu (A); 0,3% 
kys. octová ve vodě 
(B) 
XTerra MS 
C18 
(250x4,6), 5 25 
UV, R (254,5; 
354,1) K 
(254,5; 367,0) 
20 1 
R: 12,7           
K: 17,2 
0-10 min (35-50% A) 
10-15 min (50-60% A) 
15-18 min (60-65% A) 
18-20 min (65-98% A) 
20-30 min (100% A) 
7. 
2001, USA 
[101] 
voda:kys. octová 
(97:3) (A); metanol 
(B) 
Eclipse 
XDR-C18 
(150x4,6), 5 N PDA, 250;370 20 1 K: 35,27 
10 min (10% B)          
40 min (70% B) 
8. 
2009, Čína 
[102] 
acetonitril (A); 0,2% 
kys. octová ve vodě 
(B) 
Alltima 
C18 
(150x4,6), 5 20-25 DAD, 280 10 0,6 R: 27,32 
0-20 min (A:B 20:80) 
20-40 min (A:B 
20,5:79,5)                 
40-50 min (A:B 
35:65) 50-90 min 
(A:B 90:10) 
9. 
2008, 
Chorvatsko, 
Portugalsko 
[103] 
KCl + 
voda:metanol:kys. 
mravenčí (83:16:1) 
(A); KCl + 
voda:metanol:kys. 
mravenčí (68,5:30:1,5) 
(B) 
RP-Xbridge 
C18 
(150x4,6), 5 40 
PAD 360, 
ECD 
50 1 
ECD: R: 
24,5±0,08       
K: 40,7±0,04 
0-11 min (100% A) - 
isokrat.                     
11-21 min (z 100% A 
do 100% B) - gradient.                
21-65 min (100% B) - 
isokrat. 
10. 
2007, Čína 
[93] 
1% kys. mravenčí-
voda (A); acetonitril 
(B) 
Hypersil 
C18 
(250x4,6), 5 25 PDA, 250 N 0,9 R: 16,2 
15 min (10-30% B)    
15 min (30-55% B)      
5 min (55% B)            
5 min (10% B) 
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Tabulka 2: Podmínky HPLC separace pro stanovení kvercetinu, rutinu a pro kvercetin a rutin ve směsi (pokračování) 
 
N - neuvedeno 
Č. Rok, země Mobilní fáze Kolona 
Rozměry 
kolony 
(mm) a 
částic (μm) 
Teplota 
kolony 
(°C) 
Detekce, 
vlnová délka 
(nm) 
Nástřik 
(μl) 
Průtok 
(ml/min) 
Retenční čas 
(min) 
Gradient 
11. 
2009, 
Chorvatsko 
[104]  
3% kys. mravnčí (A); 
metanol (B) 
RP-Pinnacle 
II C18 
(250x4,6), 5 N 
PDA, 200-
400 
20 1 N 
20 min (2-32% B)      
30 min (40% B)         
40 min (95% B)           
5 min isokraticky 
12. 
2007, Norsko 
[105] 
kys. octová:voda 
(2:98) (A); kys. 
octová:acetonitril:voda 
(2:50:48) (B) 
Betasil C18 (250x2,1), 5 25 
DAD, K: 360 
kverc. 
glykosidy: 
354 
20 0,25 N 
0-5 min (2% B)           
5-59 min (2-38% B)  
59-64 min (38-100% B)                             
64-71 min (100% B) 
71-74 min (100-2% B) 
13. 
2009, Polsko 
[106] 
50 mM fosfátový pufr 
(pH 2,2):acetonitril 
(75:25) 
Merck RP-
18e 
(100x4,6), N 25 DAD, 254 20 1 
R: 1,88           
K: 5,37 
  
14. 
2009, Indie 
[107] 
1% kys. octová ve 
vodě (A); acetonitril 
(B) 
Phenomenex 
Luna RP-
C18 
(250x4,6), 5 N UV, 254 20 0,6 
R: 13,82±0,419 
K:27,59±0,603 
0-14 min (20-25% B) 
14-40 min (35-50% B) 
15. 
2005, Čína 
[108] 
19% ACN, 5% MeOH, 
1% THF ve vodě (A); 
55% ACN, 15% 
MeOH ve vodě (B); 
pH 3 
Merck 
Lichrospher 
100 RP-18e 
(250x4,0), 5 20 UV, 360 50 1 
R: 9,833         
K: 19,85 
0-15 min (2% B)       
15-28 min (2-28% B) 
28-40 min (28-36% B) 
40-44 min (36% B)   
44-45 min (36-80% B) 
45-52 min (80% B) 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 Použité laboratorní vybavení 3.1
3.1.1 Pracovní pomůcky 
• běžné laboratorní sklo a pomůcky; 
• celulózové mikrofiltry 0,45 µm (Chromsservis, Česká republika); 
• injekční stříkačky, 2 ml (Chirana Injecta, Slovensko); 
• třecí miska s tloučkem; 
3.1.2 Přístroje 
• analytické váhy (Boeco, Německo); 
• chladnička s mrazničkou (Amica, Polsko); 
• ultrazvuková vana (Kraintek, Slovenská republika); 
• střižný mlýn a síta, SM 2000 (Retsch, Německo); 
• PHWE (vyvinutá na Ústavu analytické chemie Akademie věd Brno, Česká republika); 
• HPLC 
• 515 HPLC Pump (Waters); 
• Pump Control Module II (Waters); 
• Dual λ absorbance detector 2487 (Waters); 
• WatersTM 717 plus autosampler; 
• DeltachromTM temperature control unit (Waters); 
• Kolony: 
 SUPELCOSILTM LC8-DB; 5 µm; 250 x 4,6 mm (Supelco, USA); 
 SUPELCOSILTM LC18-DB; 5µm; 250 x 4,6 mm (Supelco, USA) ; 
• počítač Acer; 
• software pro HPLC, Empower 5; 
3.1.3 Použité chemikálie 
• kyselina mravenčí, 98 % (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Česká republika);   
• metanol, HPLC grade (Biosolve, Nizozemí); 
• metanol Chromasolv pro HPLC, min 99,9 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo); 
• voda pro HPLC (FCH VUT Brno, Česká republika); 
• standardy 
• Rutin, minimum 95 %, hydrát (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo); 
• Kvecetin, dihydrát (Sigma Aldrich, Steinheim, Německo). 
 Vzorky použitelné pro analýzu 3.2
3.2.1 Původ vzorku 
Jako rostlinné matrice byly analyzovány větvičky a listy bezu černého.  
Bylo použito celkem 7 vzorků větviček a 1 vzorek listů, přičemž 4 vzorky větviček byly 
odebrány z planého bezu a 3 vzorky pocházely ze šlechtěných odrůd bezu dodaných 
zemědělským družstvem Agrofrukt Hustopeče.  Vzorky větviček z planého bezu byly stříhány 
od září do prosince 2014. Vzorky dodané zemědělským družstvem v Hustopečích pocházely 
z listopadu 2014, přelom září/říjen 2013 a přelom listopad/prosinec 2013. Po nastříhání byly 
větvičky a listy rozloženy v laboratoři a sušeny při laboratorní teplotě. 
43 
 
3.2.2 Úprava rostlinných matric 
Listy byly rozmělněny v třecí misce na sypkou směs. Usušené větvičky byly před extrakcí 
pomlety na předem stanovené 3 hrubosti, a to 4 mm, 6 mm a 10 mm.  
 
 
Obrázek 14: Rozmělnění listů v třecí misce 
 
 
Obrázek 15: Vzorky větviček namleté na tři hrubosti, zleva 4 mm, 6 mm a 10 mm 
 
 Optimalizace HPLC systému 3.3
3.3.1 Příprava standardů pro optimalizaci HPLC 
Z důvodu optimalizace separační metody byly připraveny kalibrační roztoky standardů 
rutinu a kvercetinu. Na analytických vahách bylo naváženo 0,025 g příslušného standardu. 
Navážka byla rozpuštěna v metanolu v kádince, následně převedena do odměrné baňky 
o objemu 50 ml a doplněna metanolem po vyznačenou rysku. Výsledná koncentrace obou 
zásobních kalibračních roztoků byla tedy 0,5 mg.ml-1. 
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Z těchto zásobních standardních roztoků byly dále připraveny pracovní standardní roztoky 
o koncentraci 0,1 mg.ml-1, které byly použity při optimalizaci HPLC systému. 
3.3.2 Výběr analytické kolony a mobilní fáze 
Při optimalizaci byla vyzkoušena různá složení mobilní fáze na dvou odlišných kolonách. 
 
Tabulka 3: Různá složení mobilních fází aplikovaných na kolonách 
Kolona Použité mobilní fáze Objemové poměry 
S
up
el
co
si
lT
M
   
  
L
C
8-
D
B
 
H2O : MeOH : HCOOH 61,5 : 36,0 : 2,5 
S
up
el
co
si
lT
M
   
L
C
18
-D
B
 
H2O : MeOH : HCOOH 
61,5 : 36,0 : 2,5 
57,5 : 40,0 : 2,5 
56,0 : 40,0 : 4,0 
52,5 : 45,0 : 2,5 
48,0 : 45,0 : 7,0 
55,0 : 40,0 : 5,0 
59,0 : 36,0 : 5,0 
 
3.3.3 Validační parametry metody 
 Mez detekce a mez stanovitelnosti 3.3.3.1
Meze detekce a stanovitelnosti patří mezi validační parametry vymezující použitelnost 
analytické metody.  
Mez detekce (Limit of Detection, LOD) je dána nejmenším množstvím analytu ve vzorku, 
které může být detekováno, ale nemusí být stanovitelné jako exaktní hodnota. 
Mez stanovitelnosti (Limit of Quatification, LOQ) je nejnižší množství analytu ve vzorku, 
které může být stanoveno jako exaktní hodnota s požadovanou mírou nejistoty [109]. 
 
Pro zjištění meze detekce a meze stanovitelnosti byl sledován šum základní linie po dobu 
dvacetinásobku pološířky píku sledovaného analytu. 
 
Odezva meze detekce byla určena jako trojnásobek maximálního kolísání základní linie 
slepého pokusu 
                                                                  y  3h      
a koncentrace na mezi detekce,  
                                 
x   
y
b	
 
kde b1 je směrnice kalibrační přímky koncentrační závislosti y = b1x, kde y je výška 
chromatografického píku [109]. 
 
(2) 
(3) 
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Odezva meze stanovitelnosti byla určena jako desetinásobek maximálního kolísání 
základní linie slepého pokusu 
                                                             y
  10h                                                              
a mez stanovitelnosti, 
x
   
y

b	
 
kde b1 je směrnice kalibrační přímky koncentrační závislosti y = b1x, kde y je výška 
chromatografického píku [109]. 
 Opakovatelnost 3.3.3.2
Pro stanovení opakovatelnosti byly vybrány 3 roztoky standardu o různých koncentracích: 
0,05 mg.ml-1, 0,1 mg.ml-1 a 0,5 mg.ml-1. Každý roztok byl 6x proměřen. Opakovatelnost se 
následně vyjádřila jako relativní směrodatná odchylka (RSD) ploch píků. 
 Linearita 3.3.3.3
Linearita je chápána jako přímková závislost mezi dvěma náhodnými proměnnými, tedy 
analytickým signálem a koncentrací analytu. Těsnost vzájemné závislosti dvou náhodných 
proměnných popisuje korelační koeficient (R). Čím více se jeho hodnota blíží číslu jedna, tím 
je závislost obou proměnných těsnější a při lineární závislosti nabývá hodnoty +1. [109]. 
Hodnota korelačního koeficientu byla odečtena z kalibrační křivky rutinu (v koncentračním 
rozsahu 0,00005-0,5 mg.ml-1). 
 Analýza reálných vzorků 3.4
3.4.1 Příprava kalibrační řady pro rutin 
Pro přípravu kalibrační křivky bylo na analytických vahách naváženo 0,025 g rutinu. Poté 
se navážka kvantitativně převedla do 50 ml odměrné baňky a doplnila metanolem po rysku. 
Výsledná koncentrace takto připraveného roztoku byla 0,5 mg.ml-1.  
Z tohoto zásobního standardního roztoku byly postupně připraveny další roztoky kalibrační 
řady. Jejich výsledné koncentrace byly 0,25 mg.ml-1, 0,1 mg.ml-1, 0,05 mg.ml-1, 0,01 mg.ml-1, 
0,005 mg.ml-1, 0,001 mg.ml-1, 0,0005 mg.ml-1 a 0,00005 mg.ml-1. Každý z těchto roztoků byl 
třikrát analyzován na HPLC.  
3.4.2 Příprava kalibrační řady pro kvercetin 
Pro přípravu kalibrační křivky bylo na analytických vahách naváženo 0,025 g kvercetinu. 
Navážka byla kvantitativně převedena do 50 ml odměrné baňky a doplněna metanolem po 
rysku. Výsledná koncentrace takto připraveného roztoku byla 0,5 mg.ml-1.  
Z tohoto zásobního standardního roztoku byly postupně připraveny další roztoky kalibrační 
řady. Jejich výsledné koncentrace byly 0,01 mg.ml-1, 0,005 mg.ml-1, 0,001 mg.ml-1 a 
0,0005 mg.ml-1. 
Každý z těchto roztoků byl opět třikrát analyzován.  
3.4.3 Identifikace rutinu a kvercetinu ve vzorcích 
Sledované analyty byly identifikovány na základě retenčních časů.  
Ze vzorků byly náhodně vybrány dva, v nichž byla provedena identifikace rutinu 
a kvercetinu. Vzorek byl vždy smíchán se standardem 1 : 1. 
• vzorek Září 2014, planý + roztok rutinu o koncentraci 0,1 mg.ml-1; 
• vzorek Listopad 2014, Hustopeče + roztok kvercetinu o koncentraci 0,1 mg.ml-1. 
(4) 
(5) 
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3.4.4 Vývoj extrakčního procesu 
Optimalizace samotné extrakce byla provedena na listech bezu černého.  
Jako rozpouštědlo byla použita voda při laboratorní teplotě (21°C), při 50°C a 80°C, dále byl 
použit také 50% metanol.  
Pro získání rutinu ze vzorku byla nejprve použita macerace, jakožto základní metoda. Bylo 
naváženo 0,225 g předem připravených listů bezu černého do 25 ml Erlenmeyerovy baňky, 
ke kterým bylo přidáno 20 ml 25°C vody.  
Totéž bylo provedeno u digesce při 50°C a 80°C vody. Erlenmeyerovy baňky byly vloženy 
do uzavíratelné vyhřívané ultrazvukové vany, která sloužila jen pro udržení konstantní teploty 
po celý extrakční proces. 
Extrakce 50% metanolem za laboratorní teploty probíhala stejně jako při extrakci vodou. 
3.4.5 Optimalizace délky extrakce 
Byl vytvořen časový průběh extrakčního procesu pro vzorky větviček černého bezu. Po 
zalití rozemletých větviček odměřeným množstvím redestilované vody se stopkami měřil čas.  
Byly zvoleny následující časy odběrů extraktů: 60 min, 120 min, 180 min, 240 min, 300 min, 
360 min, 420 min a 480 min.  
Po uplynutí stanoveného času byl obsah extrakční baňky zfiltrován do kádinky. Získaný 
extrakt byl zfiltrován ještě přes celulózový mikrofiltr a převeden do plastových 
mikrozkumavek. Ty byly obaleny alobalem a vloženy do stojánku do mrazáku. 
Nárůst množství extrahovaného rutinu byl sledován optimalizovanou HPLC metodou. 
3.4.6 Vliv koncentrace vzorku na extrakci 
Celkem bylo připraveno pět navážek mletých větviček pro zjištění vlivu koncentrace 
v daných podmínkách extrakce. V následující Tabulce 4 je zobrazen přehled zvolených 
koncentrací vzorků větviček s příslušnými navážkami. 
 
Tabulka 4: Přehled použitých koncentrací vzorků větviček na extrakci 
Koncentrace [g.l-1] Navážka [g] Objem rozpouštědla [ml] 
20 0,4 20 
40 0,8 20 
60 1,2 20 
80 1,6 20 
100 2 20 
 
Podle kapitoly 3.4.5 pak byly z takto připravených koncentrací měřeny časové průběhy pro 
oba studované analyty - rutin a kvercetin.   
V odebraných extraktech byly po filtraci na mikrofiltrech o porozitě 0,45 µm stanoveny 
obsahy rutinu a kvercetinu.  
3.4.7 PHWE extrakce vzorků 
Na porovnávací extrakci byla využita PHWE aparatura (Obrázek 16) vyvinutá na Ústavu 
analytické chemie AV ČR Brno.  
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Nerezové patrony o objemu 11 ml byly utěsněny fritou, na ni byl nasypán inertní materiál 
(skleněné kuličky o velikosti 500-700 µm), následně 1,2 g vzorku větviček dané hrubosti 
a opět byl navrstven inertní materiál. Takto připravená patrona byla umístěna do extraktoru. 
Extrakční proces byl proveden ve 3 cyklech po 5 minutách při teplotě 80°C a tlaku 
15 MPa. Mezi jednotlivými cykly byl nastaven proplach extraktu dusíkem po dobu 20 s. Po 
ukončení celé extrakce pokračovalo probublávání ještě 2 minuty. Jako extrakční rozpouštědlo 
byla použita horká voda o teplotě 80°C, která byla probublávána heliem kvůli zamezení 
oxidace.  
Získaný vodný extrakt byl ještě tentýž den převeden do 50 ml odměrné baňky a doplněn 
extrakčním rozpouštědlem po rysku. 
 
 
Obrázek 16: PHWE aparatura 
3.4.8 HPLC analýza reálných vzorků 
Kolona SupelcoSilTM LC18-DB, Supelco, s rozměry 250 x 4,6 mm s velikostí částic 
sorbentu 5 µm byla použita na analýzu vzorků. Jako mobilní fáze byla použita směs vody, 
metanolu a kyseliny mravenčí v objemových poměrech 59,0 : 36,0 : 5,0. Průtok mobilní fáze 
kolonou byl nastaven na 1,5 ml.min-1, teplota kolonového termostatu na 30°C a objem 
nástřiku vzorku byl 10 µl. K detekci analytů sloužil UV-VIS detektor. Analyt byl sledován při 
vlnové délce 360 nm a zaznamenán pomocí HPLC softwaru Empower 5.  
Celá sestava HPLC zařízení je zobrazena na Obrázku 17. 
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Obrázek 17: Vysokoúčinný kapalinový chromatograf 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 Optimalizace HPLC systému 4.1
4.1.1 Výběr analytické kolony a mobilní fáze 
K dispozici byly dvě analytické kolony. Na každé koloně byla provedena analýza 
standardů rutinu a kvercetinu při použití různých mobilních fází. 
U kolony SupelcosilTM LC8-DB s použitou mobilní fází docházelo k deformaci rutinu do 
dvou píků, pravděpodobně v důsledku degradace nebo kontaminace kolony. Tato kolona tedy 
byla vyřazena z testování. 
Bylo připraveno sedm mobilních fází s různými poměry vody, metanolu a kyseliny 
mravenčí, viz. Tabulka 5. Důležitou roli v naší analýze hrál čas a kvalita píku. Byl proto 
zvolen cíl provést analýzu do 15 min s detekcí kvercetinu. To se nám podařilo u mobilní fáze 
č. 6 a 7. Mobilní fáze č. 6 musela být nakonec vyloučena, kvůli interferenci balastních látek 
z větviček.  
Byla vybrána kolona SupelcosilTM LC18-DB s mobilní fází č. 7, voda : metanol : kyselina 
mravenčí v poměru 59,0 : 36,0 : 5,0. Při použití této kolony ve spojení s uvedenou mobilní 
fází a průtokem 1,5 ml.min-1 byl retenční čas analytu rutinu 4,6 minut a kvercetinu 
12,5 minuty. Při tomto nastavení nedocházelo k interferencím a deformacím píků. Detekce 
byla provedena pomocí UV-VIS detektoru při vlnové délce 360 nm. 
 
Tabulka 5: Optimalizace mobilní fáze na kolonu SupelcosilTM LC18-DB 
Číslo 
MF 
Složení MF 
(H2O:MeOH:HCOOH) 
Rychlost 
průtoku 
[ml/min] 
rt 
rutinu 
[min] 
rt 
kvercetin
u [min] 
Poznámka 
1 61,5 : 36,0 : 2,5 
0,7 13,602 - 
příliš dlouhá analýza 1,0 8,977 - 
1,5 7,403 - 
2 57,5 : 40,0 : 2,5 1,5 5,166 - frontování píku 
3 56,0 : 40,0 : 4,0 1,5 4,230 - frontování píku 
4 52,5 : 45,0 : 2,5 1,5 3,602 - frontování píku 
5 48,0 : 45,0 : 7,0 1,5 2,714 - eluuje s balast. látkami 
6 55,0 : 40,0 : 5,0 1,5 3,694 11,437 tailling píku 
7 59,0 : 36,0 : 5,0 1,5 4,606 12,509 
správný tvar píku, 
analýza do 15 min 
 
 Validační parametry metody 4.2
4.2.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti 
Pološířka píku sledovaného analytu – rutinu byla stanovena 0,46 min. Dvacetinásobek 
pološířky píku je tedy 9,2 minuty. Po tuto dubu byla sledována základní linie slepého pokusu 
(Obrázek 18). 
Maximální kolísání základní linie bylo určeno jako 0,14 mAbs (odezva detektoru -
miliabsorbance). 
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Obrázek 18: Odezva signálu slepého pokusu 
Při určení meze detekce a meze stanovitelnosti byly použity vztahy (2), (3), (4) a (5) 
uvedené v kapitole 3.3.3.1. 
Kalibrační přímka koncentrační závislosti výšky měla tvar y = 13 618 391,01x - 39 162,41; 
b1 se tedy rovná 13 618 391,01. Kalibrační závislost je uvedená v Grafu 1. 
 
Odezva na mezi detekce: 
y  3h  3 ∙ 0,14  0,42 mAbs 
 
Koncentrace na mezi detekce: 
 
x   
y
b	
   
0,42
13618391,01
  3,08 ∙ 10 mg. ml	 
 
Odezva na mezi stanovitelnosti: 
 
y
  10h  10 ∙ 0,14  1,4 mAbs 
 
Koncentrace na mezi stanovitelnosti: 
 
x
   
y

b	
   
1,4
13618391,01
  1,03 ∙ 10 mg. ml	 
 
 
Mez detekce rutinu byla stanovena na 3,08.10-8 mg.ml-1 a mez stanovitelnosti  
1,03.10-7 mg.ml-1. 
(2) 
(3) 
(5) 
(4) 
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Graf 1: Kalibrační závislost výšky píku na koncentraci standardu rutinu 
4.2.2 Linearita 
Hodnota linearity byla stanovena z kalibrační závislosti rutinu (Graf 2). Hodnota R je 
0,999 9, což je hodnota velmi blízká hodnotě 1. Závislost koncentrace a plochy píku rutinu 
je velmi těsná a tedy linearita metody (v koncentračním rozsahu 0,00005–0,5 mg.ml-1) velmi 
dobrá. 
4.2.3 Opakovatelnost 
Pro určení opakovatelnosti byly vybrány dva roztoky o různých koncentracích. Každý 
roztok byl 6 x proměřen. Opakovatelnost byla následně vyjádřena jako RSD. Výsledky jsou 
uvedeny v Tabulce 6. Opakovatelnost metody lze považovat za velmi dobrou (RSD < 1%). 
 
Tabulka 6: Relativní směrodatná odchylka u vybraných koncentrací rutinu 
Koncentrace 
standardu [mg.ml-1] 
Ø ploch (z 6 měření) 
Směrodatná 
odchylka 
RSD [%] 
0,05 653927,3 613,867 0,094 
0,1 1391697,3 620,028 0,045 
0,5 6725695,3 2256,692 0,034 
 
 Analýza reálných vzorků 4.3
4.3.1 Kalibrační řada rutinu 
K sestrojení kalibrační křivky bylo připraveno 9 různých koncentrací standardního roztoku 
rutinu v metanolu (viz kapitola 3.4.1). Takto připravené roztoky byly následně přefiltrovány 
přes mikrofiltr a analyzovány pomocí HPLC, příklady chromatogramů viz. Obrázek 19.  
y = 13 618 391,01x - 39 162,41
R² = 0,9999
0
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Obrázek 19: Příklad chromatogramu rutinu koncentrace 0,05 mg.ml-1 
Každá koncentrace byla třikrát proměřena. Průměrné hodnoty plochy (n = 3) jsou uvedené 
v Tabulce 7.  
 
Tabulka 7: Průměrné hodnoty plochy píku daných koncentrací rutinu 
Koncentrace standardu [mg.ml-1] Plocha píku [µV. s-1] 
0,00005 614,0 
0,0005 6315,0 
0,001 13877,3 
0,005 63517,3 
0,01 128760,3 
0,05 653927,3 
0,1 1391697,3 
0,25 3375151,0 
0,5 6725695,3 
 
V Grafu 2 je znázorněna kalibrační závislost rutinu. Rovnice regrese, která je následně 
použita pro výpočet koncentrace rutinu ve vzorcích, má tvar: 
 
y = 13466917,161x - 59,346 
 
Koncentraci z ní lze vyjádřit takto: c   
!"#$% !í'( )*+,,-.
	,-..++	,	.	
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Graf 2: Kalibrační křivka rutinu 
 
4.3.2 Kalibrační řada kvercetinu 
K sestrojení kalibrační křivky byly připraveny 4 různé koncentrace standardního roztoku 
kvercetinu v metanolu (viz. kapitola 3.4.2). Takto připravené roztoky byly následně 
přefiltrovány přes mikrofiltr a analyzovány pomocí HPLC, příklady chromatogramů viz. 
Obrázek 20.  
 
 
 
Obrázek 20: Příklad chromatogramu kvercetinu koncentrace 0,005 mg.ml-1 
Každá koncentrace byla třikrát proměřena. Průměrné hodnoty plochy (n = 3) jsou uvedené 
v Tabulce 8.  
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Tabulka 8: Průměrné hodnoty plochy píku daných koncentrací kvercetinu 
Koncentrace standardu [mg.ml-1] Plocha píku [µV.s-1] 
0,0005 8253,0 
0,001 16582,0 
0,005 114796,0 
0,01 235532,0 
 
V Grafu 3 je znázorněna kalibrační závislost kvercetinu. Rovnice regrese, která je následně 
použita pro výpočet koncentrace kvercetinu ve vzorcích, má tvar: 
 
y = 24 102 446,83x - 5 631,84 
 
Koncentraci z ní lze vyjádřit takto: c   
!"#$% !í'( )*.,	,-
/-	0/--.,,
 
 
Graf 3: Kalibrační křivka kvercetinu 
4.3.3 Identifikace rutinu a kvercetinu ve vzorcích  
Identifikace rutinu a kvercetinu byla provedena na základě retenčních časů pomocí 
fortifikace vzorků standardem. Byla ověřena přítomnost rutinu ve vzorcích, retenční čas se 
pohyboval kolem 4,6 minuty. Dále byl ve vzorcích identifikován kvercetin. Jeho retenční čas 
byl 12,5 minuty. Bylo tedy ověřeno, že nedochází k interferencím píku těchto dvou látek. 
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4.3.4 Vývoj extrakčního procesu 
Optimalizace procesu byla provedena na listech černého bezu. Byly porovnány jednotlivé 
teploty vody při extrakci rutinu. Jako nejvhodnější byla zvolena extrakce při 80°C, protože při 
ní došlo k výraznému nárůstu rutinu, jak je patrné z Grafu 4.  
 
 
Graf 4: Zobrazení nárůstu rutinu v závislosti na teplotě a typu rozpouštědla 
 
Pro srovnání byl použit 50% metanol, jako zástupce organických rozpouštědel. Nárůst 
rutinu byl v tomto případě velmi výrazný, převyšující extrakce za pomocí různě teplé vody. 
Nicméně byla vybrána voda o teplotě 80°C jako klíčová pro další extrakce, neboť metanol je 
toxický nejen v kosmetickém a potravinářském průmyslu. 
4.3.5 Optimalizace délky extrakce 
Nárůst rutinu byl sledován pomocí optimalizované HPLC metody. Z celkového sledování 
nárůstu koncentrace extrahovaného rutinu během osmi hodin byl zvolen jako ideální čas 
extrakce sedm hodin od začátku extrakce, viz. Graf 5.  
V následném čase, osmi hodin, nárůst koncentrace rutinu nebyl tak markantní a hodnota se 
začala ustalovat. V tento čas jsme se také nesetkaly s komplikacemi při samotném měření. 
4.3.6 Vliv koncentrace vzorku na extrakci 
Pro každou hrubost (4, 6 a 10 mm) byly připraveny různé koncentrace vzorků větviček dle 
kapitoly 3.4.6, viz. Příloha 1. Pro každou koncentraci byl změřen časový průběh extrakce 
rutinu a kvercetinu optimalizovanou metodou HPLC, viz. Graf 5,6,7. 
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Tabulka 9: Přehled pěti koncentrací pro jednotlivé hrubosti a vypočítané koncentrace rutinu 
na 100g suchých větviček 
Hrubost  Číslo koncentrace Ø Ploch [µV.s-1] c [mg.100g-1] 
4 mm 
c1 4655 0,70 ± 0,008 
c2 8932 1,34 ± 0,012 
c3 10067 1,50 ± 0,013 
c4 11522 1,72 ± 0,016 
c5 11962 1,79 ± 0,007 
6 mm 
c1 4021 0,61 ± 0,009 
c2 6678 1,00 ± 0,013 
c3 9204 1,38 ± 0,018 
c4 9720 1,45 ± 0,007 
c5 10264 1,53 ± 0,009 
10 mm 
c1 2994 0,45 ± 0,011 
c2 4206 0,63 ± 0,003 
c3 4930 0,73 ± 0,005 
c4 5794 0,87 ± 0,009 
c5 7209 1,08 ± 0,001 
 
V následujících Grafech 5, 6 a 7 je zobrazena závislost pěti koncentrací vzorků větviček 
s různě namletou hrubostí v rozmezí 8 hodin. 
 
 
Graf 5: Zobrazení časového průběhu jednotlivých koncentrací rutinu; hrubost 4 mm 
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Graf 6: Zobrazení časového průběhu jednotlivých koncentrací rutinu; hrubost 6 mm 
 
Graf 7: Zobrazení časového průběhu jednotlivých koncentrací rutinu; hrubost 10 mm 
Při koncentraci c1 bylo vyextrahováno poměrně malé množství rutinu a tudíž pro nás tato 
koncentrace neměla tak velký význam. U koncentrací c2 a c3 bylo vyextrahováno rutinu o 
mnohem více, viz. Tabulka 9. U koncentrací c4 a c5 bylo vyextrahováno rutinu sice nejvíce, 
ale u těchto koncentrací byly větší navážky při srovnání s ostatními koncentracemi. 
Docházelo zde k zakoncentrování rutinu a vyšší zisk z extraktu nebyl už možný. Jako 
nejpřijatelnější byla zvolena nakonec koncentrace c3 (60 g.l
-1), neboť při průběhu extrakce a 
měření na HPLC jsme se nesetkali se sebemenším problémem a přeci jen bylo získáno více 
rutinu než u c2.  
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4.3.7 Extrakce metodou PHWE, digescí a následná kvantifikace na HPLC 
Vzorky větviček byly extrahovány oběma typy extrakce,  PHWE a digescí, dle podmínek 
viz kapitola 3.4.8.  
Kvercetin nebyl bohužel detekován, neboť byl pod mezí detekce, vypočtena v kapitole 
4.2.1. Zároveň jsme se mohli opravdu přesvědčit, jak účinná je digesce při porovnání s 
PHWE. Výsledné chromatogramy viz. Příloha 2. 
 
Tabulka 10: Vliv koncentrace a hrubosti vzorků planého bezu černého na typu extrakce a 
přepočtené koncentrace rutinu na 100 g suchých větviček 
Měsíc Hrubost Extrakce Ø ploch c[mg.100g-1] 
září 2014 
 
4 mm  
Digesce 5995 0,90 ± 0,022 
PHWE 20008 2,98 ± 0,022 
6 mm 
Digesce 5023 0,75 ± 0,010 
PHWE 17345 2,58 ± 0,002 
10 mm 
Digesce 3664 0,55 ± 0,005 
PHWE 9170 1,37 ± 0,008 
 
říjen 2014 
 
4 mm 
Digesce 5634 0,85 ± 0,011 
PHWE 17743 2,64 ± 0,013 
6 mm 
Digesce 4335 0,65 ± 0,002 
PHWE 15958 2,38 ± 0,007 
10 mm 
Digesce 3295 0,50 ± 0,003 
PHWE 8213 1,23 ± 0,003 
listopad 2014 
  
  
  
4 mm 
Digesce 5305 0,80 ± 0,013 
PHWE 16258 2,42 ± 0,003 
6 mm 
Digesce 4266 0,64 ± 0,007 
PHWE 14845 2,21 ± 0,013 
10 mm 
Digesce 2908 0,44 ± 0,010 
PHWE 7253 1,09 ± 0,005 
 
 
prosinec 2014 
  
  
  
4 mm 
Digesce 3110 0,47 ± 0,009 
PHWE 15493 2,31 ± 0,003 
6 mm 
Digesce 2703 0,41 ± 0,003 
PHWE 14618 2,18 ± 0,005 
10 mm 
Digesce 2330 0,35 ± 0,004 
PHWE 6883 1,03 ± 0,006 
 
V Tabulce 10 můžeme vidět, jaké množství rutinu bylo získáno z planých vzorků              
(září - prosinec 2014) pomocí obou typů extrakcí. 
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Tabulka 11: Vliv koncentrace a hrubosti vzorků šlechtěných odrůd bezu černého na typu 
extrakce a přepočtené koncentrace rutinu na 100 g suchých větviček 
 Hustopeče Hrubost Extrakce Ø ploch c[mg.100g-1] 
starší 2013 
  
  
  
4 mm  
Digesce 9404 1,41 ± 0,007 
PHWE 30740 4,57 ± 0,008 
6 mm 
Digesce 7973 1,19 ± 0,005 
PHWE 23355 3,48 ± 0,002 
10 mm 
Digesce 3272 0,49 ± 0,004 
PHWE 12415 1,85 ± 0,003 
mladší 2013 
  
  
  
4 mm 
Digesce 9951 1,49 ± 0,004 
PHWE 38685 5,75 ± 0,015 
6 mm 
Digesce 8978 1,34 ± 0,012 
PHWE 34245 5,09 ± 0,005 
10 mm 
Digesce 4282 0,64 ± 0,005 
PHWE 19210 2,86 ± 0,002 
listopad 2014 
  
   
  
4 mm 
Digesce 8322 1,24 ± 0,006 
PHWE 20638 3,07 ± 0,002 
6 mm 
Digesce 7052 1,06 ± 0,009 
PHWE 18713 2,79 ± 0,004 
10 mm 
Digesce 3880 0,59 ± 0,004 
PHWE 9775 1,46 ± 0,004 
 
V Tabulce 11 jsou vyobrazena získaná množství rutinu ze vzorků dodaných zemědělským 
družstvem Agrofrukt v Hustopečích (starší 2013, mladší 2013 a listopad 2014) připravených 
dvěma typy extrakcí. 
 
 
Graf 8: Znázornění koncentrace rutinu ve větvičkách planého bezu černého  
pro jednotlivé měsíce 
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Graf 9: Znázornění koncentrace rutinu ve větvičkách bezu černého z Hustopečí  
za jednotlivé období 
Z Grafu 8 a 9 je patrné, že z planých vzorků bylo získáno podstatně méně rutinu digescí než 
u vzorků dodaných Hustopečemi.  
4.3.8 Porovnání výtěžnosti metod PHWE a digesce na reálných vzorcích 
Extrakce PHWE sloužila jako porovnávací metoda k prováděné digesci, která je méně 
účinná. Metodou PHWE lze vyextrahovat prakticky nejvyšší možný výtěžek rutinu ze vzorku. 
Důvodem k vyšší výtěžnosti je asistence vyššího tlaku a tím pádem i rychlejší uvolňování 
rutinu z matrice vzorku větviček. Výtěžnost naší prováděné digesce na vzorcích planých 
i šlechtěných je znázorněna v Tabulce 12 a 13. 
 
Tabulka 12: Výtěžnost digesce jako metody porovnávána s PHWE pro jednotlivé vzorky 
větviček planých bezu černého o dané hrubosti 
Hrubost Metoda 
Září 2014 Říjen 2014 
c [mg.100g-1] 
Výtěžnost 
[%] 
c [mg.100g-1] Výtěžnost [%] 
4 mm  
Digesce 0,90 
30,20 
0,85 
32,20 
PHWE 2,98 2,64 
6 mm 
Digesce 0,75 
29,07 
0,65 
27,31 
PHWE 2,58 2,38 
10 mm 
Digesce 0,55 
40,15 
0,50 
40,65 
PHWE 1,37 1,23 
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Tabulka 12: Výtěžnost digesce jako metody porovnávána s PHWE pro jednotlivé vzorky 
větviček planých bezu černého o dané hrubosti (pokračování) 
Hrubost Metoda 
Listopad 2014 Prosinec 2014 
c [mg.100g-1] 
Výtěžnost 
[%] 
c [mg.100g-1] Výtěžnost [%] 
4 mm  
Digesce 0,80 
33,06 
0,47 
20,35 
PHWE 2,42 2,31 
6 mm 
Digesce 0,64 
28,96 
0,41 
18,81 
PHWE 2,21 2,18 
10 mm 
Digesce 0,44 
40,37 
0,35 
33,98 
PHWE 1,09 1,03 
 
Tabulka 13: Výtěžnost digesce jako metody porovnávána s PHWE pro jednotlivé vzorky 
větviček šlechtěného bezu černého o dané hrubosti 
Hrubost Metoda 
Starší 2013 Mladší 2013 Listopad 2014 
c [mg.100g-1] 
Výtěžnost 
[%] 
c [mg.100g-1] 
Výtěžnost 
[%] 
c [mg.100g-1] 
Výtěžnost 
[%] 
4 mm  
Digesce 1,41 
30,85 
1,49 
25,91 
1,24 
40,39 
PHWE 4,57 5,75 3,07 
6 mm 
Digesce 1,19 
34,20 
1,34 
26,33 
1,06 
37,99 
PHWE 3,48 5,09 2,79 
10 mm 
Digesce 0,49 
26,49 
0,64 
22,38 
0,59 
40,41 
PHWE 1,85 2,86 1,46 
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5 ZÁVĚR 
Teoretická část této diplomové práce podává přehled o vlastnostech, využití a obsahových 
látkách bezu černého. Stručně popisuje jeho úlohu v lidovém léčitelství, moderní medicíně, 
v potravinářství a možnosti jeho dalšího využití. Z obsahových látek jsou zde popsány 
vitaminy, minerální látky, sacharidy, organické kyseliny, kyanogenní glykosidy, silice, 
třísloviny a zejména flavonoidy, mezi něž patří i rutin a kvercetin. Kromě přehledu 
chemických vlastností, biologických účinků rutinu a kvercetinu jsou zde uvedeny možnosti 
jeho stanovení a zdroje, kde je možné ho nalézt. 
V experimentální části se tato práce zabývala stanovením rutinu a kvercetinu ve větvičkách 
bezu černého optimalizovanou metodou HPLC. Část vzorků bezu černého poskytlo 
zemědělské družstvo Agrofrukt Hustopeče, zbývající vzorky pocházely z planého bezu 
nastříhané na Medláneckých kopcích v Brně. 
Na standardech rutinu a kvercetinu byla optimalizována HPLC metoda, která byla použita 
pro kvantitativní analýzu vzorků a její validační parametry. Byl proveden vývoj extrakčních 
procesů pomocí různých typů rozpouštědel, dále byla provedena optimalizace délky trvání 
extrakce a potřebné koncentrace k maximálnímu výtěžku rutinu a kvercetinu z matrice. Jako 
porovnávací metoda k extrakci byla použita extrakce stlačenou horkou vodou. Ta probíhala 
ve třech cyklech po pěti minutách při teplotě 80°C a tlaku 15 MPa. 
Jako vhodné rozpouštědlo byla vybrána na základě parametrů voda o teplotě 80°C, čas 
extrakce byl stanoven na 7h a koncentrace, při které se získalo nejvhodnější množství rutinu, 
byla 60g.l-1.  
Vzorky byly namlety na 3 hrubosti a všechny byly extrahovány pomocí PHWE a digescí, 
u vzorku jak planého, tak šlechtěného bezu černého. Nejvíce rutinu bylo zjištěno u vzorků 
namletých na 4 mm. Pro šlechtěný bez černý z Hustopečí, konkrétně vzorek Mladší 2014 
pomocí PHWE (5,75 ± 0,015 mg.100g-1) a pomocí digesce (1,49 ± 0,004 mg.100g-1). 
U planých variant bezu černého bylo stanoveno nejvíce rutinu ve vzorku Září 2014 pomocí 
PHWE (2,98 ± 0,022 mg.100g-1) a pomocí digesce (0,90 ± 0,022 mg.100g-1). Naopak 
nejméně rutinu bylo stanoveno pro hrubost 10 mm, konkrétně pro vzorek z Hustopečí 
Listopad 2014 pomocí PHWE (1,46 ± 0,004 mg.100g-1) a digescí (0,59 ± 0,004 mg.100g-1), 
viz. Graf 9. Nejméně rutinu bylo získáno z planého vzorku Prosinec 2014 pomocí PHWE 
(1,03 ± 0,006 mg.100g-1) a digescí (0,35 ± 0,004 mg.100g-1), viz. Graf 8. Pro porovnání 
našich stanovených hodnot s literaturou nebyl nalezen vhodný odborný článek zabývající se 
touto problematikou a se shodnými parametry. 
Větší množství rutinu v odrůdách šlechtěného černého bezu může být ovlivněno 
pěstováním. Podmínky pro růst těchto bezových keřů jsou ovlivněny úrodností půdy 
a dostatečným množstvím srážek. Byly pěstovány na bývalých vinicích. Rozdíly jsou patrné 
i v meziročním srovnání vzorků pocházejících z Hustopečí. Rok 2013 byl průměrně bohatší 
na množství srážek než rok 2014.  
Množství kvercetinu ve vzorcích nebylo stanoveno u digesce ani u extrakce stračenou 
kapalinou, neboť jeho koncentrace byla pod mezí kvantifikace, viz. Příloha 2.  
Při porovnání PHWE extrakce, která byla brána jako maximální hodnota extrahovaného 
rutinu, a digesce byla zjištěna výtěžnost extrakce, která se pohybovala od 18 % do 40 % 
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v závislosti na hrubosti. Přičemž nejvyšší výtěžnost byla u hrubosti materiálu 10 mm (35 %) 
a naopak nejnižší u 6 mm (29 %). 
Při extrakci 4 mm hrubosti metodou PHWE jsme se potýkali s problémy zanášení frity 
drobným práškem materiálu, což mělo za následek, že extrakt vytékal pomalu a celková doba 
extrakce se značně prodloužila. 
Největší množství rutinu a kvercetinu je v listech, plodech a větvičkách. Listy a větvičky 
jsou často považovány pouze za odpad, a proto by se mohly stát levným zdrojem rutinu 
i kvercetinu pro výživové doplňky, léčiva a lázeňské extrakty. V dnešní době rozvoje 
civilizačních chorob je velmi důležité hledat levné a dostupné zdroje biologicky aktivních 
látek, jak pro prevenci, tak i léčbu těchto závažných onemocnění. 
Tato problematika extrakce rutinu a kvercetinu je prozatím pouze jako pilotní studie a jistě 
zaslouží další optimalizace na velkoprodukční využití například pro použití právě v lázeňství. 
Na základě prostudovaného tématu zabývajícího se větvičkami bezu černého je doporučeno 
provádět digesci horkou vodou o teplotě 80°C, po dobu 7 hodin, o koncentraci 60 g.l-1 a 4 mm 
velikosti pomletých částic. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK  
 
HPLC   high performance liquid chromatogramy; vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie  
PHWE pressurized hot water extraction; extrakce horkou vodou za zvýšeného 
tlaku a teploty 
RP–HPLC  reverse phase high performance liquid chromatogramy; vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie s obrácenými fázemi 
UV–VIS  ultraviolet – visible; ultrafialové – viditelné světlo  
LDL   low density lipoprotein; nízkodenzitní lipoprotein 
SPE   solid phase extraction; extrakce na pevné fázi 
GC   gas chromatography; plynová chromatografie 
CE   capillary electrophoresis; kapilární elektroforéza 
PSE   pressurized solvent extraction; extrakce podporovaná tlakem 
PLE   pressurized liquid extraction; kapalinová extrakce podporovaná tlakem 
PFE   subcritical fluid extraction; superkritická fluidní extrakce 
ASE   accelerated solvent extraction; zrychlená extrakce rozpouštědlem 
EPA   agentura pro ochranu životního prostředí 
CAD    corona charged aerosol detector; aerosolový detektor nabitých částic 
ELSD evaporative light scattering detector; odpařovací detektor rozptylu 
světla 
MS   mass spektrometry; hmotnostní spektrometrie 
NMR   nuclear magnetic resonance; nukleární magnetická rezonance 
DAD   diode array detection; detekce diodovým polem 
PDA   photodiode array detection; detekce fotodiodovým polem 
NP-HPLC  normal phase high performance liquid chromatogramy; vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie s normálními fázemi 
CEC   capillary electrochromatography; kapilární elektrochromatografie 
CZE   capillary zone electrophoresis; kapilární zónová elektroforéza 
MECK micellar electrokinetic chromatography; micelární elektrokinetická 
chromaografie 
LC-MS liquid chromatography-mass spektrometry; spojení kapalinové 
chromatografie a hmotnostní spektrometrií 
APCI atmospheric pressure chemical ionization; chemická ionizace za 
atmosférického tlaku 
ESI   electrospray ionization; ionizace elektrosprejem 
ACN   acetonitril 
MeOH   metanol 
THF   tetrahydrofuran 
HCOOH  kyselina mravenčí 
RDS   relative standard deviation; relativní směrodatná odchylka 
LOD   limit of detection; mez detekce 
LOQ   limit of quantification; mez stanovitelnosti  
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9 PŘÍLOHY 
Příloha 1: Názorné srovnání extrahovaného rutinu po 2 hodinách digesce u tří hrubostí 
vzorku 
 
Obrázek 21: Hrubost 4 mm, koncentrace c3 po 2 hodinách extrakce za normálního tlaku 
 
 
Obrázek 22: Hrubost 6 mm, koncentrace c3 po 2 hodinách extrakce za normálního tlaku  
 
 
Obrázek 23: Hrubost 10 mm, koncentrace c3 po 2 hodinách extrakce za normálního tlaku  
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Příloha 2: Příklad analýzy vzorku z měsíce Listopadu 2014 metodou PHWE, digescí pro 
šlechtěnou i planou formu bezu černého 
 
Obrázek 24: Chromatogram vzorku Listopad 2014 z Hustopečí, metoda extrakce PHWE 
 
 
Obrázek 25: Chromatogram vzorku Listopad 2014 planý, metoda extrakce PHWE 
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Obrázek 26: Chromatogram vzorku Listopad 2014 z Hustopečí, metoda extrakce digesce 
 
 
Obrázek 27: Chromatogram vzorku Listopad 2014 planý, metoda extrakce digesce 
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